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3.  Abkürzungsverzeichnis 
	
°C Grad Celsius  
µg Mikrogramm  




ALS Amyotrophe Lateralsklerose 
Apaf-1  Apoptose Protease-aktivierender Faktor 1 (apoptotic 
protease activating factor-1) 
Aqua dest. destilliertes Wasser 
Bad  pro-apoptotisches Protein der Bcl-2-Familie (Bcl-2 
associated agonist of cell death)  
Bak  pro-apoptotisches Protein der Bcl-2-Familie (Bcl-2 
homologous antagonist/killer)  
Bax  pro-apoptotisches Protein der Bcl-2-Familie (Bcl-2 
associated X protein) 
Bcl-2  anti-apoptotisches Protein der Bcl-2-Familie (B-cell 
lymphoma-2) 
Bcl-w  anti-apoptotisches Protein der Bcl-2-Familie (Bcl-2-like 
protein 2)  
Bcl-xL  anti-apoptotisches Protein der Bcl-2-Familie (B-cell 
lymphoma-extra large) 
BH Bcl-2 homologe Domäne 
BH3 only proteine  Proteine der Bcl-2 Familie die nur eine (die 3.) homologe 
Domäne mit Bcl-2 haben 
Bid pro-apoptotisches Protein der Bcl-2-Familie (BH3 
interacting-domain death agonist) 
Bik  pro-apoptotisches Protein der Bcl-2-Familie (Bcl-2-
interacting killer) 









DISC  Multiproteinkomplex im Apoptose weg (death inducing 
signaling complex) 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
ERK extrazellulär aktivierte Kinase 
FADD  Adapterprotein im Signalweg der Apoptose (Fas 
associated death domain containing protein) 
G-CSF Granulozyten Kolonie stimulierender Faktor 
G-CSFR Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor Rezeptor 
HRK  Protein, das die Apoptose begünstigt (Activator of 
apoptosis harakiri) 
IFN-γ Interferon-gamma 
IgG Immunglobulin G 
JAK Januskinasen 












mNLG motorische Nervenleitgeschwindigkeit 
n Anzahl 
N. Nervus 
NGF Nervenwachstumsfaktor (nerval growth factor) 
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Noxa  pro-apoptotisches Protein der Bcl-2-Familie (Phorbol-12-
myristate-13-acetate-induced protein) 
ns nicht signifikant 
ON über Nacht (over night) 
p Irrtumswahrscheinlichkeit 




Puma  pro-apoptotisches Protein der Bcl-2-Familie (p53 
upregulated modulator of apoptosis) 
RT Raumtemperatur 
SFI   Index zur Evaluation der funktionellen Erholung des 
Nervus ischiadicus (sciatic functional index) 
STAT  an Zellwachstum und Proliferation beteiligte 




TNFR1 Tumornekrosefaktor-Rezeptor Typ1 
TRAIL  Tumornekrosefaktor-verwandter Apoptose-induzierender 
Ligand (Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis 
Inducing Ligand) 




4.  Zusammenfassung 
 
Der Granulozyten-Kolonie stimulierende Faktor (G-CSF) hat, wie in vorausgehenden 
Studien gezeigt, anti-apoptotische, antiinflammatorische, neuroprotektive und 
neuroregenerative Eigenschaften. In der vorliegenden Studie wurde analysiert, 
inwiefern sich die Gabe von G-CSF auf die Regenerationsfähigkeit des Nervus 
ischiadicus der Ratte nach inkompletter Schädigung auswirkt. Ein besonderes 
Augenmerk lag auf der möglichen anti-apoptotischen Wirkung von G-CSF auf den 
Erhalt der dem N. ischiadicus zugehörigen α-Motoneuronen. 
Nach mikrochirurgischer Präparation des rechten N. ischiadicus von erwachsenen, 
männlichen Spraque-Dawley-Ratten wurde eine Läsion mit einem 
Wasserstrahldissektor in einer Stärke von 80 bar gesetzt. 
Insgesamt wurden 48 Tiere in zwei verschiedenen Gruppen untersucht. Eine Gruppe 
erhielt intravenös G-CSF. Die andere, als Kontrollgruppe fungierende Gruppe, erhielt 
5%ige Glukoselösung (G5%). Jede dieser zwei Gruppen wurde in vier Untergruppen 
mit jeweils sechs Tieren eingeteilt. Der Beobachtungszeitraum der Tiere umfasste bis 
zu 14 Tage. G-CSF respektive G5% wurden je nach Untergruppe direkt postoperativ 
oder am ersten, zweiten oder dritten postoperativen Tag appliziert. An diesen Tagen 
erfolgte auch die Evaluation des neurologischen Defizits mittels Lauftests und der 
Ableitung der motorischen Nervenleitgeschwindigkeit (mNLG). Nach Abschluss der 
klinischen Untersuchung und Tötung der Tiere erfolgte die histologische Aufarbeitung 
der Rückenmarkssegmente L4 bis L6. Zum Nachweis möglicher anti-apoptotischer 
Aktivität wurde die Expression der Cholin-Acetyl-Transferase (ChAT), des 
Granulozyten-Kolonie stimulierenden Faktor Rezeptors (G-CSFR), und von Bcl-2, 
einem anti-apoptotischen Protein, sowie von Bax, einem pro-apoptotischen Protein, 
mittels immunhistochemischer Färbung untersucht. Verglichen mit der Kontrollgruppe 
ergab sich in Bezug auf die Lauftests und Ableitung der motorischen 
Nervenleitgeschwindigkeit für die Behandlung mit G-CSF ein positiver Trend, jedoch 
keine Signifikanz hinsichtlich einer überlegenen funktionellen Regeneration innerhalb 
der ersten 14 Tage. 
Immunhistochemisch zeigte sich, dass es nach gesetzter Nervenläsion auf der 
rechten Seite bei der Kontrollgruppe histologisch zu einer signifikant reduzierten 
Anzahl an α-Motoneuronen des Rückenmarkes verglichen mit der unbehandelten 
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linken Seite kam. Bei der Gruppe mit G-CSF Behandlung gab es hingegen keinen 
Unterschied zwischen der Anzahl der α-Motoneurone auf beiden Seiten. Auch die 
Antikörperfärbung gegen G-CSFR verhielt sich dementsprechend: Während bei der 
Kontrollgruppe auf der rechten Seite des Rückenmarks eine signifikant geringere 
Anzahl an α-Motoneuronen mit G-CSF-Rezeptor-Expression als auf der nicht 
geschädigten Seite vorlag, war bei den Tieren mit G-CSF Gabe die Anzahl der α-
Motoneurone mit G-CSF-Rezeptor-Expression auf beiden Seiten gleich. Der 
Nachweis des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 zeigte, dass bei der Kontrollgruppe 
im Vergleich zur ungeschädigten linken Seite auf der rechten Seite des Rückenmarks 
die Bcl-2-positiven Zellen reduziert vorlagen. Demgegenüber war bei der G-CSF 
Gruppe die Anzahl der Bcl-2-positiven Zellen auf beiden Seiten gleich. Passend dazu 
verhielt sich die Antikörperfärbung gegen das pro-apoptotische Protein Bax. Hier 
waren bei der Kontrollgruppe die positiv gefärbten Zellen auf der geschädigten 
rechten Seite des Rückenmarks häufiger zu sehen als auf der intakten linken Seite. 
In der Gruppe mit G-CSF-Behandlung zeigte sich dagegen, dass auf beiden Seiten 
des Rückenmarkes die Bcl-2-positiven Zellen in gleicher Anzahl vorlagen. Zudem 
konnte mittels Fluoreszenz-Doppelfärbungen gezeigt werden, dass in α-
Motoneuronen, die durch den spezifischen Marker ChAT identifiziert wurden, 
gleichzeitig auch G-CSFR, Bcl-2 und Bax nachweisbar waren. Somit konnte für die 
durchgeführten Analysen verifiziert werden, dass in den verschiedenen 
Antikörperfärbungen jeweils spezifisch α-Motoneurone gefärbt und ausgewertet 
wurden. 
 
Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Gabe von G-CSF eine protektive 
Wirkung hinsichtlich der durch eine traumatische Läsion induzierten Apoptose von α-
Motoneuronen zu haben scheint. Dies könnte sich trotz fehlender Signifikanz in den 
ersten 14 Tagen positiv auf die Langzeitregeneration des geschädigten Nervs 




Title: The anti-apoptotic effect of Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) after 
incomplete traumatic sciatic nerve lesion of the rat.  
Abstract: 
Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) has been shown to have anti-
apoptotic, antiinflammatoric, neuroprotective and neuroregenerative properties. The 
present study investigated the potential regenerative effect of G-CSF after 
incomplete traumatic sciatic nerve lesion in a rat model and its possible influence on 
the α-motor neurons in the spinal cord. 
After performing a microsurgical preparation of rats’ right sciatic nerves, a lesion was 
created using a water-jet dissector with a pressure of 80 bar. 
In total, 48 animals were assigned to two groups. Animals of one group underwent 
treatment with intravenous G-CSF. The other group serving as control group was 
treated with glucose 5%-solution. Every group was divided into four subgroups of six 
animals. G-CSF or glucose 5%-solution, respectively, was applied directly 
postoperative and, depending on the subgroup, at day one, three and five after 
surgery. Neurological deficits were evaluated by using walking tests and 
electrophysiological examinations. At the end of the observation period the animals 
were sacrificed for histological evaluation of the lumbar spinal cord’s segments L4 to 
L6. Immunohistochemical staining for detection of choline-acetyltransferase (ChAT), 
granulocyte-colony stimulating factor-receptor (G-CSFR), as well as Bcl-2, an anti-
apoptotic protein, and Bax, a pro-apoptotic protein was performed.  
The walking tests and motoric nerve impulse tests showed a positive trend towards a 
faster improvement in rats that have been treated with G-CSF compared to the 
control group. Nevertheless, statistic evaluation failed to show significance. 
ChAT staining revealed a significantly reduced number of α-motoneurons on the 
injured right side of the spinal cord compared with the contralateral left side. In 
animals that received G-CSF, no differences between the numbers of α-motoneurons 
on both sides were detected. Antibody staining against G-CSFR obtained the same 
result. In the control group, the numbers of α-motoneurons and positivity for G-CSFR 
were significantly lower on the lesioned side of the spinal cord whereas the numbers 
of α-motorneurons with positivity for G-CSFR was not decreased significantly 
compared to the contralateral side in animals of the G-CSF-group. Additionally, the 
number of Bcl-2-positive cells and signs of anti-apoptosis were reduced on the 
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damaged side compared with the contralateral side. In animals that received G-CSF, 
the number of Bcl-2-positive cells were equal on both sides. Accordingly, the 
antibody staining against the pro-apoptotic protein Bax displayed more positive 
stained cells on the damaged side than on the intact side of the spinal cord in the 
control group. In the G-CSF-group, no differences in the number of Bax-positive cells 
between the two sides were detected. Fluorescent double staining of α-motoneurons 
revealed a positive simultaneous expression of G-CSF-R, Bcl-2 and Bax.  
Thus, the application of G-CSF after peripheral nerve trauma revealed strong anti-
apoptotic effects on spinal cords α-motoneurons of the sciatic nerves’ section. 
Although no functional benefit could be shown in the first two weeks, there might be 






5.1. Periphere Nervenläsion 
Eine periphere Nervenverletzung ist definiert als „Unterbrechung/Sistieren der 
Funktionsfähigkeit eines Nervs durch oder in Folge äußerer Noxen, nämlich Schnitt, 
Stich, Dehnung, Prellung/Druck inklusive der iatrogenen, physikalischen 
(Elektrotrauma, Kälte, Strahlung usw.) und chemischen Läsionen (Injektion usw.)“7. 
Mit einer Inzidenz von 1,6%139, einer Prävalenz von 2,8%98 sowie einer 
perioperativen Prävalenz von 0,03%153 sind Nervenverletzungen vergleichsweise 
selten. Neben Verkehrsunfällen, welche die Hauptursache von Nervenläsionen 
darstellen37,70,98,152, machen iatrogene Nervenläsionen mit etwa 17%- 26% einen 
sehr großen Anteil aller Nervenläsionen aus71,147. Am häufigsten sind die oberen 
Extremitäten betroffen37,70,98,113,147,152, bei den unteren Extremitäten kommt es am 
häufigsten zu einer Schädigung des N. ischiadicus37,113,152 und des N. peroneus98. 
Vor allem jüngere Patienten mit einem Durchschnittsalter von 32-35 Jahren sind von 
Nervenläsionen betroffen37,70,98,152. Das Verhältnis von Männern zu Frauen beträgt 
2,4:137. Nervenverletzungen gehen meist mit hohen Behandlungskosten einher72,115. 
Periphere Nerven sind in der Regel gemischte Nerven, enthalten folglich motorische, 
sensible und vegetative Fasern. Bei einer Schädigung kann es somit zu schlaffen 
Lähmungen, Beeinträchtigungen der Oberflächen- und Tiefensensibilität, vegetativen 
Störungen, regionalen Reflexausfällen und Schmerzen bzw. schmerzhaften 
Parästhesien kommen42. Somit haben Nervenläsionen meist schwerwiegende 
Konsequenzen für den Betroffenen und führen oft zu Behinderungen. Im 
Allgemeinen sind die Erholungschancen bisher schlecht. 
Nervenläsionen lassen sich nach Einteilung von Sir Henry Seddon, einem britischen 
Chirurgen und Neurowissenschaftler, je nach Schweregrad in Neurapraxie, 
Axonotmesis und Neurotmesis einteilen125. Während bei der Neurapraxie die 
Kontinuität leitender Strukturen des Nervs erhalten bleibt, liegt bei der Axonotmesis 
eine lokale Zerstörung der Axone und Markscheiden bei erhaltenen Hüllstrukturen 
vor. Sind sowohl die Nervenfasern als auch die Hüllstrukturen teilweise oder 
vollständig durchtrennt spricht man von einer Neurotmesis27,42,125.  
Die Läsion eines Axons hat meist nicht nur eine lokale Degeneration des Nervs mit 
Untergang der Nervenfasern zur Folge15. Es kann auch zu Veränderungen des 
Zellkörpers der α-Motoneurone, der Schwannzell-Hülle, der Myelinscheide und 
letztendlich der Zielorgane kommen7,134.  
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α-Motoneurone sind Nervenzellen des zentralen Nervensystems, die im Hirnstamm 
und im Vorderhorn des Rückenmarks lokalisiert sind. Über die motorische Endplatte 
innervieren sie die Skelettmuskulatur8. Den Hauptanteil eines peripheren Nervs 
macht Bindegewebe aus. So besteht beispielsweise der N. ischiadicus auf Hüfthöhe 
zu 85% aus Bindegewebe7,94. Diese bindegewebige Hüllstruktur ist bei allen Nerven 
nach dem gleichen Schema aufgebaut (Abb. 5-1). 
 
Abbildung 5-1 Querschnittsanatomie des peripheren Nervs (Berger und Hierner, 2002)14  
 
Das Epineurium, die äußere Hüllstruktur, setzt sich aus Bindegewebe mit kollagenen 
und elastischen Fasern zusammen. Durch Verteilung des Drucks schützt es den 
Nerv vor zu hohen fokalen Druckbelastungen und gewährt durch eine gewisse 
Undulation Mobilität in Richtung Längsachse7,49,94,142. 
Dem Epineurium haftet außen das Mesoneurium an, eine kapillarisierte äußere 
Gleitschicht7,94. Sie dient als Verschiebeschicht und gewährleistet, dass bei 
physiologischen Bewegungen der Nerv zwischen den einzelnen Gewebeschichten 
hin und her gleiten kann7.  
 
Alle Faszikel werden vom Perineurium umgeben, welches aus perineuralen 
Fibroblasten besteht. Zwischen den Fibroblasten sind Kollagenfasern angeordnet7. 
Verletzungen des Perineuriums können zum Verlust des Axons führen. Da sie 
Bindegewebsreaktionen initiieren sowie erhalten können, spielen Axone bei 
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traumatischen Nervenläsionen eine große Rolle7,78,94. Des Weiteren sind die 
perineuralen Fibroblasten Bestandteil der Blut-Nerven-Schranke7,94. 
Unterhalb des Perineuriums liegt das Endoneurium. Es umschließt jedes 
myelinisierte Axon resp. Gruppen von unmyelinisierten Axonen7,94. Die einzelnen 
Nervenfaszikel bilden Plexus, d.h. sie tauschen Fasern mit anderen Faszikeln aus. 
Der Faseraustausch nimmt von proximal nach distal ab7. Eine Nervenrekonstruktion 
nach Läsion stellt aufgrund dieser interfaszikulären Plexus nicht wieder die exakte 
originäre Anatomie her und dies umso weniger je proximaler die Nervenverletzung 
ist7,94. 
Eine axonale Degeneration von motorischen Nerven lässt sich nicht von einer 
Neuronopathie, also einem Untergang bzw. Verlust von Vorderhornzellen, 
unterscheiden6. Eine komplette axonale Schädigung kann von einer inkompletten 
Schädigung abgegrenzt werden. Während bei der kompletten axonalen Schädigung 
alle zum Nerv gehörigen Fasern degenerieren und komplette motorische und 
sensorische Störungen vorliegen, geht eine inkomplette Nervenläsion mit 
unvollständigen Ausfällen einher, da nur ein Teil der Nervenfasern degeneriert15. 
Nach einer Verletzung ist Nervengewebe prinzipiell fähig zur Regeneration. Bei 
inkompletten Nervenläsionen kommt es innerhalb von kurzer Zeit zur Aussprossung 
von intakten Axonen in denervierte Muskelfasern und so zu einer Reinnervation15. 
Die Wachstumsgeschwindigkeit liegt je nach Entfernung zum Rückenmark bei etwa 1 
bis 3 mm pro Tag7,15,94.  
Die Regeneration wird durch bestimmte Fähigkeiten des Nervs positiv beeinflusst: 
Der Neurotropismus beschreibt die Fähigkeit die Richtung des axonalen Wachstums 
zu beeinflussen, die Neurotrophie die Fähigkeit die Ausreifung zu steuern. Die 
Fähigkeit das umgebende Gewebe in seiner Regenerationsrichtung zu beeinflussen 
wird als Kontaktführung bezeichnet. Die Gewebsspezifität beschreibt die bevorzugte 
Reinnervation von Motoneuronen zueinander statt von sensorischen Neuronen27.  
 
Demgegenüber gibt es auch Faktoren, die der Reinnervation entgegenwirken. Dies 
sind beispielsweise metabolische Störungen65, eine große Distanz zwischen 
proximalem und distalem Stumpf44, das Alter der Läsion149, sowie die Art der 
Läsion11,85.  
Ist nach einer Nervenläsion der Muskel denerviert beginnt er zu atrophieren. Da die 
betroffenen Muskelfasern noch intakt sind, ist dieser Verlust an Muskelmasse 
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prinzipiell reversibel. Bleiben Muskelfasern jedoch über einen längeren Zeitraum 
nicht innerviert, kommt es zu einer irreversiblen Umwandlung in Fett- und 
Bindegewebe7.  
Bei hochgradigen Verletzungen kann eine Regeneration erst nach einer Operation 
oder einer Nerventransplantation erfolgen. Hier kann eine mikrochirurgische 
Versorgung auch nach mehr als einem Jahr erfolgreich sein4,7,114. Für eine 
bestmögliche Erholung der motorischen Funktion sollte die Nervenrekonstruktion 
jedoch nicht mehr als 6 Monate nach dem Verletzungszeitpunkt liegen7,113. 
Trotz der Fähigkeit von Nervengewebe bei Verletzungen zu regenerieren, kommt es 
oft nur zu einer Heilung mit funktionellem Defekt. Dies hat für den betroffenen 
Patienten häufig eine permanente Behinderung mit verringerter Lebensqualität zur 
Folge. Um dem entgegen zu wirken besteht somit ein dringender Bedarf die 
Nervenregeneration zu verbessern7,11,27,32. 
 
5.2. Apoptose 
Als Apoptose bezeichnet man den programmierten, durch die Zelle selbst induzierten 
Zelltod2,31,53,55,68,84. Das Wort Apoptose kommt aus dem Griechischen und beschreibt 
den Fall welker Blätter von herbstlichen Bäumen55,68. Der Apoptose steht die 
Nekrose (gr. Nekros = Leichnam), einem passiven Absterben der Zelle, gegenüber. 
Sie tritt auf, wenn die Zelle so stark geschädigt wurde, dass keine Apoptoseeinleitung 
mehr möglich ist55. Bei der Nekrose schwillt die Zelle an bis die Plasmamembran 
undicht wird, platzt und Zellinhalt in den Interzellulärraum austritt. Dies löst eine 
Entzündungsreaktion aus. Demgegenüber verläuft die Apoptose ohne 
Entzündungsreaktion. Nach Schrumpfung der Zelle verlässt sie ihren Zellverband 
und zerfällt nach Fragmentierung der DNA durch Endonukleasen in Membranvesikel, 
die anschließend von Makrophagen phagozytiert werden2,31,31,84. Ausgelöst wird die 
Apoptose durch verschiedene Stimuli wie z.B. DNA-Schäden, Ausschüttung von 
Zytokinen oder dem Funktionsverlust von Mitochondrien. Der Apoptose wird im 
Organismus eine große Rolle zugeschrieben. Sie ist wichtig für die 
Embryonalentwicklung, die Entwicklung der Immuntoleranz, die Homöostase der 
Zellzahl und die Entfernung von geschädigten oder infizierten Zellen. Eine 
fehlregulierte Apoptose kann zur Entstehung verschiedener Krankheiten beitragen. 
Beispielsweise zeichnen sich neurodegenerative Krankheiten wie Morbus Alzheimer, 
Morbus Parkinson, Chorea Huntington und die amyotrophe Lateralsklerose durch 
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einen Verlust bestimmter Neurone aus, der durch exzessive Apoptose ausgelöst 
wird. Bei Hirn- oder Herzinfarkten, die primär durch Ischämie und Nekrose geprägt 
sind, wird das betroffene Organ zusätzlich durch verstärkte Apoptose geschädigt. 
Demgegenüber kann eine gehemmte Apoptose zur Tumorentstehung 
beitragen1,2,84,108. 
Eine zentrale Aufgabe bei der Apoptose haben die sogenannten Caspasen 
(Cysteinyl-Aspartyl-Proteasen). Dies sind Proteasen, die einen Cysteinrest in ihrem 
aktiven Zentrum enthalten und ihre Zielproteine spezifisch hinter einem Aspartatrest 
spalten. In gesunden Zellen liegen Caspasen als inaktive Vorstufen, als sogenannte 
Procaspasen vor, die durch Proteolyse aktiviert werden. Man unterscheidet zwei 
Gruppen: Initiatorcaspasen und Effektorcaspasen. Die Gruppe der Initiatorcaspasen 
sind an der Auslösung der Apoptose beteiligt und stehen somit am Anfang der 
Signalkaskaden. Zu den Initiatorcaspasen gehören die Caspasen-2, -8, -9 und -10. 
Effektorcaspasen, zu welchen die Caspasen-3, -6 und -7 gehören, werden durch 
Spaltung von Initiatorcaspasen aktiviert. Durch die proteolytische Spaltung ihrer 
Substrate führen sie den Zelltod herbei2,31,84,135. 
Die Apoptose besteht aus einem extrinsischen (rezeptorabhängig) und einem 
intrinsischen (mitochondrienabhängig) Weg84,112. Beim extrinsischen Weg erhält die 
Zelle über sogenannte Todesrezeptoren die Aktivierungssignale für die Apoptose. Zu 
diesen Rezeptoren zählen der TNF1-, TRAIL- und der Fas-Rezeptor. Nach Bindung 
ihrer Liganden aktivieren die Todesrezeptoren mit ihrer zytosolischen Domäne das 
Adapterprotein FADD (Fas associated death domain containing protein), an welches 
Procaspase 8 Moleküle binden. Der entstandene Multiproteinkomplex wird als DISC 
(death inducing signaling complex) bezeichnet. Die Procaspasen in diesem Komplex 
können sich nun gegenseitig spalten, sodass aktive Caspase-8 frei wird, die 
wiederum Effektorcaspasen aktiviert, was die Apoptose initiiert2,31,84,135. 
Der intrinsische Apoptoseweg wird über die Mitochondrien vermittelt. Er wird durch 
DNA-Schädigungen, oxidativen Stress, reaktive Sauerstoffspezies oder virale 
Infektionen ausgelöst. Hierbei kommt es zu einem Anstieg der Permeabilität der 
äußeren Mitochondrienmembran, was zur Freisetzung von pro-apoptotischen 
Proteinen, wie beispielsweise Cytochrom C, führt. Cytochrom C bildet im Zytoplasma 
zusammen mit dem Gerüstprotein Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) 
einen Komplex, der Apoptosom genannt wird. An diesen bindet die Procaspase-9 
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und wird zu Caspase-9 aktiviert. Diese kann wiederum weitere Effektorcaspasen 
spalten und es kommt zur Proteolyse der Zelle und somit zur Apoptose2,22,31,84,135,150. 
 
5.3. Die Bcl-2 Familie 
Der programmierte Zelltod ist durch eine Vielzahl von genau regulierten 
Signalwegen, den sogenannten Pathways, bestimmt. Mitglieder der Bcl-2 Familie 
sind an dieser Regulation beteiligt40. Die Proteine der Bcl-2 Familie können in drei 
Unterklassen, in pro-apoptotische Proteine, anti-apoptotisch Proteine und 
Regulatoren (BH3-only proteins) eingeteilt werden40,136. Charakteristisch für die 
Gruppe der Bcl-2 Familie ist, dass alle Mitglieder eine oder mehrere 
übereinstimmende Regionen, die sog. „Bcl-2 homologe Regionen (BH)“ 
aufweisen1,108,154. Vier dieser Regionen sind zurzeit bekannt (BH1-4). Die zur Gruppe 
der anti-apoptotisch wirksamen Proteinen zählenden Mediatoren Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w 
und Mcl-1 weisen jeweils alle diese vier BH Domänen auf40,108,154. Bax und Bak, 
welche zu den pro-apoptotischen Vertretern zählen, haben nur drei dieser Regionen. 
Die BH3-only Subgruppe wie Bid und Bad fungieren als Regulatoren der anderen 
Bcl-2 Familienmitglieder. Sie aktivieren beispielsweise Bax und Bak40 und fördern so 
die Apoptose136 (Abb.5-2). Zu ihnen gehören auch Bid, Bim, Bad, Bik, Noxa, Puma, 
BMF und HRK22. 
 
 




Das Verhältnis zwischen Bcl-2 und Bax bestimmt nach einem apoptotischen Stimulus 
über das Überleben oder den Tod der Zelle. Ist die Konzentration von Bcl-2 in der 
Zelle erhöht, wird die Apoptose verhindert. Liegt Bax in erhöhter Konzentration vor, 
kommt es zur Apoptose104. 
 
Bcl-2 ist ein 25 kDa großes integrales Membranprotein in Mitochondrien54. Es 
besteht aus acht α-Helices und trägt eine hydrophobe Furche auf der Oberfläche108. 
Bcl-2 weist alle vier BH Regionen auf1,108. Vor allem die BH1 und BH2 Domänen sind 
für die Funktion von Bcl-2 wichtig, da es über diese Domänen mit Bax interagieren 
und dadurch die Apoptose verhindern kann157. Auch können Aktivator-BH3-Proteine 
gebunden werden. Diese Bindung verhindert die Interaktion der Aktivator-BH3-
Proteine mit den pro-apoptotischen Proteinen und somit deren Aktivierung22,24,67,76. 
Bei mitochondrialer Dysfunktion wird Cytochrom c aus dem Intermembranraum der 
Mitochondrien freigesetzt, was einen wichtigen Schritt in der Apoptose darstellt. Bcl-2 
inhibiert diese Freisetzung80,108. Ein weiterer Mechanismus der anti-apoptotischen 
Wirkung ist die Interaktion und Blockierung von Caspasen124. Bcl-2 kann neuronale 
Zellen vor dem Zelltod, der durch Mangel an Wachstumsfaktoren, Glukoseentzug, 
Membranperoxidationen und in manchen Fällen durch freie Radikale einsetzen 
würde, schützen160. Bcl-2 spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung des 
Nervensystems und der Regulation neuronalen Überlebens3. Bei Abwesenheit des 
nervalen Wachstumsfaktors NGF kann  Bcl-2 Neurone vor der Apoptose schützen41. 
 
Das pro-apoptotische Protein Bax besteht aus neun α-Helices, von denen die sieben 
amphiphilen α-Helices um zwei hydrophobe α-Helices angeordnet sind108,136. Es 
weist eine Aminosäuren-Homologie zu Bcl-2 auf und besitzt die BH-Domänen 1 bis 
3. Die Funktion von Bax als Effektor-Protein für die Apoptose kann durch die 
Heterodimerisierung mit Bcl-2 neutralisiert werden104. Eine Überexpression von Bax 
forciert die Apoptose und wirkt der Hemmung der Apoptose durch Bcl-2 entgegen104. 
BH3-only-Proteine aktivieren Bax entweder direkt oder durch die Interaktion mit Bcl-
2, wodurch Bax aus den Heterodimeren gelöst, und somit aktiv wird24,154,161. 
Ohne einen apoptotischen Stimulus liegt Bax als inaktives Monomer im Zytosol vor. 
Infolge eines zytotoxischen Stresssignals kommt es zu einer Homo-Oligomerisierung 
von Bax, wodurch es an die äußere Mitochondrienmembran bindet21,67,80,136,154.  
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Hier induziert Bax die Durchlässigkeit für Cytochrom c, was über die Aktivierung von 





Der Granulozyten-Kolonie stimulierende Faktor (engl. Granulocyte-Colony 
Stimulating Factor, G-CSF) ist ein 19,6 kDa großes, aus 207 Aminosäuren 
bestehendes Glykoprotein aus der Gruppe der Wachstumsfaktoren57,110,111,122,123. 
Zusammen mit den Interleukinen und dem Tumornekrosefaktor (TNF-α) zählt er zu 
den Zytokinen116. Die Auswirkungen von G-CSF auf das hämatopoetische System 
werden seit Jahrzenten erforscht. So stimuliert das Protein unter anderem die 
Proliferation, die Differenzierung und das Überleben von hämatopoetischen 
Progenitorzellen im Knochenmark29,33,130 sowie deren Ausschüttung ins periphere 
Blut16,129,129,143. Vorläuferzellen der Granulopoese, Erythropoese als auch der 
Thrombopoese sind davon betroffen129. 
Da besonders die Granulopoese stark stimuliert wird, liegt der Haupteinsatz von G-
CSF bei der Behandlung der Neutropenie29,111,122,123,129,130,143,156 . 
Große Bedeutung kommt G-CSF auch bei der Stammzelltransplantation zu. Hier wird 
den Patienten G-CSF verabreicht. Dies führt zu einer schnelleren Mobilisation von 
hämatopoetischen Vorläuferzellen in das periphere Blut. Die Vorläuferzellen werden 
mittels Leukapharese gesammelt. Nach einer Hochdosischemotherapie können den 
Patienten so die zuvor gewonnen eigenen Blutstammzellen (autologe 
Stammzellspende) oder die Stammzellen eines geeigneten Spenders (allogene 
Stammzellspende) zugeführt werden13,23,46,121,129. Dadurch sind die Dauer der 
Neutropenie93,96,130,143 und die thrombozytopenische Phase129 verkürzt. 
Der Faktor zeichnet sich durch eine gute Verträglichkeit bei geringer Toxizität und 
wenige unerwünschte Arzneimittelwirkungen (Knochenschmerzen, asymptomatische 
Erhöhung der alkalischen Phosphatase und Gamma-Glutamyltransferase im 
Blutserum) aus34,91,111,122,123,126,156. 
Seit einigen Jahren steht die Auswirkung von G-CSF in Bezug auf Zell- und 




G-CSF bindet hochaffin an seinen Rezeptor, den G-CSFR. Dieser gehört zu der 
Zytokin-Rezeptor-Familie und stellt ein Transmembranprotein dar. Seine 
extrazelluläre Komponente setzt sich aus einer Immunglobulin-ähnlichen Domäne, 
einer Zytokin-Rezeptor-Homologie-Domäne und drei Fibronectin-Typ III-Domänen 
zusammen35,38,39,59,81,131 (Abb. 5-3). Der zytoplasmatische Anteil des G-CSFR setzt 
sich aus drei Aminosäuresequenzen (Box 1-3) zusammen. Diese bedingen die 
Signaltransduktion39,131,155. Den Aminosäure-Resten 682 bis 715 wird eine anti-
apoptotische Domäne zugesprochen59. 
 
 
Abbildung 5-3: Struktureller Aufbau des G-CSFR. Schematische Darstellung der verschiedenen 
Domänen des G-CSF-Rezeptors. (Wilson, 2014; modifiziert)155 
 
Rezeptoren für G-CSF existieren nicht nur auf hämatologischen Zellen sondern auch 
auf Neuronen und Gliazellen des ZNS, von denen G-CSF auch exprimiert 
wird57,110,111,122,116,156. Im ZNS wird unter anderem auch ein autokriner 
Aktivierungsmechanismus vermutet117,122. Wird Nervengewebe durch beispielsweise 
Hypoxie oder Ischämie geschädigt, kommt es im betroffenen Areal zu einer 
verstärkten Expression von G-CSF und seinem Rezeptor110,122,156. Auch hat G-CSF 
trotz seines hohen Molekulargewichts die Fähigkeit die intakte Bluthirnschranke zu 
passieren, welches eine periphere Gabe ermöglicht91,111,117,122,159. Die Wirkung von 
G-CSF im Gehirn zeigt Parallelen zur Wirkung im hämatopoetischen System: 




In tierexperimentellen Modellen konnte bereits ein positiver Effekt von G-CSF auf 
neurologische Krankheitsbilder gezeigt werden. 
Nach ischämischem Hirninfarkt zeigt G-CSF eine neuroprotektive Wirkung. Es 
vermindert die Destruktion von Nervengewebe91,116,122,156  und trägt somit dazu bei, 
die Mortalität und Hirnschwellung im Rahmen des Untergangs von Nervenzellen zu 
vermindern116. In Bezug auf neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Parkinson 
oder Amyotropher Lateralsklerose (ALS) konnte in tierexperimentellen Studien an 
Mäusen ebenfalls eine neuroprotektive Wirkung von G-CSF nachgewiesen werden. 
So schützte G-CSF dopaminerge Zellen der Pars compacta der Substantia nigra vor 
dem Zelluntergang91. Auch fördert G-CSF das Überleben von α-Motoneuronen, was 
der Muskelatrophie im ALS-Modell entgegenwirkt111. Des Weiteren wurde in einem 
Modell zu M. Alzheimer ein positiver Einfluss von G-CSF gezeigt. Hier wurde 
nachhaltig die Lern- und Erinnerungsfunktion von Mäusen verbessert143. Nach 
Rückenmarkischämie oder Rückenmarksverletzungen konnten die neurologischen 
Defekte durch die Gabe von G-CSF vermindert werden25,110.  
Der Haupteffekt bezüglich Neuroprotektion von G-CSF liegt in der Hemmung von 
Entzündungen und Apoptose25. 
G-CSF hemmt die nach Gewebsschädigung entstandenen Entzündungsreaktionen 
durch Suppression von Zytokinen, wie den Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-
α)25,45,51,133, Gamma-Interferon (IFN- γ )51 und Interleukinen25,43,51. 
Durch Aktivierung seines Rezeptors löst G-CSF eine intrazelluläre Signalkaskade 
aus, die hemmend auf die Apoptose von Nervenzellen wirkt25,57,110,122. Zu diesen anti-
apoptotischen Signalwegen gehören der Januskinase (JAK)/STAT-Weg, der 
PI3K/Akt-Weg und der extrazellulär regulierte Kinase (ERK)-
Weg5,25,35,50,57,116,117,122,123,156. Diese Signalkaskaden verstärken die Bildung von anti-
apoptotischen Mediatoren wie Bcl-xL, Bcl-2 und Pim-1 und vermindern die 
Expression von pro-apoptotischen Mediatoren wie Caspase-3, Poly (ADP-Ribose)-
Polymerase(PARP), Bax, Bad, p38 MAPK und JNK10,25,50,57,116,117,122,156.	
Durch diese Mechanismen wird neuronales Gewebe durch G-CSF vor dem 




6. Zielsetzung der Arbeit 
Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, ob und in welchem Maße G-CSF auf die 
Apoptose von Nervenzellen - in diesem Falle auf die α-Motoneurone im Rückenmark 
- nach Läsion des N. ischiadicus der Ratte Einfluss nimmt, und so möglicherweise 
einen positiven Effekt auf die Regeneration des Nervs nach einer inkompletten 
traumatischen Schädigung hat.  
Zur Untersuchung der Funktionsverbesserung des N. ischiadicus im zeitlichen 
Verlauf wurden ähnlich wie im klinischen Alltag Funktionstests (Lauftest mit 
Bestimmung des Sciatic Functional Index) durchgeführt und die motorische 
Nervenleitgeschwindigkeit bestimmt.  
Zur Untersuchung der Regeneration auf histologischer Ebene wurden zum Nachweis 
der anti-apoptotischen bzw. apoptotischen Aktivität immunhistochemische 
Färbungen an Rückenmarkschnitten durchgeführt. Dafür kamen Antikörper gegen 
Cholin-Acetyl-Transferase (ChAT) als Marker für α-Motoneurone, Bcl-2, ein anti-
apoptotisches Protein, Bax, ein pro-apoptotisches Protein und G-CSFR, dem 
Rezeptor für G-CSF zum Einsatz. Um zu zeigen, dass α-Motoneurone die Gene Bcl-
2, Bax und G-CSFR auf Proteinebene exprimieren wurden im Rahmen einer 





7.  Material und Methoden 
7.1. Tierexperimenteller Teil 
Die Genehmigung zur Durchführung der Tierexperimente lag in Übereinstimmung mit 
dem Tierschutzgesetz durch die zuständigen Behörden des Saarlandes vor 
(Genehmigungsnummer 28/2013). Die Haltung von zwei bis drei Tieren pro Käfig 
erfolgte in einer keimarmen Umgebung bei einem 12:12 Stunden Tag-Nacht- 
Rhythmus. Ein freier Zugang zu Wasser und Nahrung war jeder Zeit gegeben. 
Im Rahmen der Studie wurden männliche Sprague-Dawley Ratten (Charles River, 
Sulzfeld, Deutschland) mit einem durchschnittlichen Körpergewicht von 380g 
untersucht. Für die Versuche wurden die Tiere in verschiedene Gruppen aufgeteilt. 
Zunächst wurden die Tiere in zwei große Gruppen unterteilt. Eine der Gruppen erhielt 
G-CSF. Die als Kontrollgruppe fungierende Gruppe erhielt G 5%. Jede dieser zwei 
Gruppen umfasste vier weitere Untergruppen mit jeweils sechs Tieren, sodass eine 
Gesamtzahl von 48 Tieren vorlag (Tab.1). Die Tötung der Tiere und histologische 
Aufarbeitung des zuvor isolierten Rückenmarks (s.u.) erfolgte je nach Untergruppe 
nach einem Tag, nach vier Tagen, nach einer Woche und nach zwei Wochen.  
 
Tabelle 1: Gruppenaufteilung der Versuchstiere 




1 Tag Tötung am 1. Post-OP-Tag. Verabreichung von G-
CSF am OP-Tag 
4 Tage Tötung am 4. Post-OP-Tag. Verabreichung von G-
CSF am OP-Tag sowie an den Tagen 1 und 3  
7 Tage Tötung am 7. Post-OP-Tag. Verabreichung von G-
CSF am OP-Tag sowie an den Tagen 1,3 und 5  
14 Tage Tötung am 14. Post-OP-Tag. Verabreichung von 




1 Tag Tötung am Post-OP-Tag. Verabreichung von 
Glucose am OP-Tag 
4 Tage Tötung am 4. Post-OP-Tag. Verabreichung von 
Glucose am OP-Tag sowie an den Tagen 1 und 3 
7 Tage Tötung am 7. Post-OP-Tag. Verabreichung von 
Glucose am OP-Tag, sowie an den Tagen 1,3 und 
5 
14 Tage Tötung am 14. Post-OP-Tag. Verabreichung von 





7.1.1. Verabreichung von G-CSF und Glukose 5% 
Entsprechend dem Studiendesign wurde je nach Gruppenzugehörigkeit rekombinant 
hergestellter G-CSF und Glucose 5% (Kontrollgruppe) am OP-Tag und an den Tagen 
1, 3, und 5 nach der Operation intravenös in die Schwanzvene appliziert. 
Die verwendete G-CSF-Dosis (Neupogen®, Amgen) betrug pro Tag 60 µg/kg 
Körpergewicht. Um sicherzustellen, dass bei der nur geringen Menge an G-CSF pro 
Injektion keine Rückstände von G-CSF in der Kanüle zurückblieben, wurde G-CSF 
unmittelbar vor der Injektion mit Glucose 5% 1:4 verdünnt und der periphere Katheter 
zusätzlich gespült. Die Kontrollgruppe erhielt nur Glucose 5%. Beide Substanzen 
wurden bei 4 °C gelagert. Zur Verabreichung von G-CSF und Glucose 5% wurde 
eine Einweginsulinspritze (1 ml, Braun), angeschlossen an einen peripheren 
Venenkatheter (22G, Becton Dickinson), verwendet. Die Applikation von G-CSF- 
bzw. G5% geschah in Narkose. 
 
7.1.2. Wasserstrahldissektor 
Die inkomplette Nervenläsion des N. ischiadicus wurde mit dem 
Wasserstrahldissektor Erbjet 2 von Erbe Elektromedizin (Tübingen, Germany) 
erzeugt. Die Druckerzeugung des Wasserstrahldissektors erfolgt mittels sterilen 
Einmal-Doppelkolbenpumpen, mit denen ein Druckbereich von 1 – 80 bar (100 – 
8000 kPa) erreicht werden kann. An das Gerät wird ein Applikator in Stiftform mit 
einer Metalldüse von 120µm Durchmesser angeschlossen. Als Trennmedium dient 
0,9%ige Kochsalzlösung mit einem möglichen Volumenfluss von 1-55ml/min, die in 
üblichen Infusionsbehältern an das System angeschlossen wird. Der jeweilige Druck 
des Wasserstrahls kann manuell am Gerät adjustiert und der Wasserstrahl durch 
Betätigen eines Fußpedals ausgelöst werden. 
Die Wasserstrahldissektion bietet eine chirurgische Technik, mit der unter Erhaltung 
von selbst kleinen Gefäßen Parenchym präzise präpariert werden kann, ohne dass 
das umliegende Gewebe durch Hitzeeinwirkung beschädigt wird99–103. Das System 
ist in Deutschland und den Vereinigten Staaten von Amerika für den chirurgischen 




Abbildung 7-1 sterile Einmal-Doppelkolbenpumpe und Applikator, 
Bajonett mit Absaugung 
  	
   Abbildung 7-2 Erbejet 2 
	
7.1.3. Operation 
7.1.3.1. Vorbereitung und Narkoseeinleitung  
Jede Ratte wurde aus ihrem Käfig genommen und in ein zylindrisches Glasgefäß mit 
24 cm Durchmesser und 13 cm Wandhöhe gesetzt. Zur Narkoseeinleitung wurde ein 
Plastiktrichter mit einem Durchmesser von 18 cm über das Tier gestülpt. Hierbei 
wurde darauf geachtet, dass der Trichter komplett über dem Tier lag und keine Luft 
zwischen Glasgefäß und Trichter nach außen gelangen konnte. Durch die Öffnung 
des Plastiktrichters konnte nun ein Sauerstoff-Narkosegasgemisch (Forene®; 
Isofluran) mit einem Fluss von 2,5L O2/min und einem Isoflurananteil von 3% geleitet 
werden. Nach 2 bis 3 min war eine ausreichende Narkosetiefe erreicht, sodass nach 
Wiegen des Tieres mit einer Haushaltswaage eine intraperitoneale Injektion (i.p.) von 
Rompun® (Xylazinhydrochlorid) in einer Dosis von 5mg/kg und von Ketavet® 
(Ketaminhydrochlorid) in einer Dosis von 80mg/kg möglich war, um die Narkose 
aufrechtzuerhalten beziehungsweise weiterzuführen. Eine auf die Augen 




Anschließend wurde das Tier im Bereich des rechten Oberschenkels mittels einer 
elektrischen Haarschneidemaschine (Aesculap Elektra II, Braun) rasiert. Um eine 
suffiziente Analgesie zu erreichen wurde den Tieren vor Beginn der Operation 30-
50mg/kg Tramadol (Tramal®, 100mg, Grünenthal) subkutan appliziert. 
 
7.1.3.2. Operativer Zugang 
Nach Narkose, Analgesie sowie Rasur und Desinfektion (Softasept®, B/Braun) des 
Hautareals wurde die Haut mit einem Skalpell (Aesculap BB73; Skalpellklinge: 
MartorR Nr. 10) parallel zum rechten Femur mit einem posterior-lateralen Schnitt 
inzidiert und die Muskelfaszie des Musculus gluteus mit einer Präparierschere 
(Codman Classic-Plus 36-5015) eröffnet. Der N. ischiadicus konnte nun vorsichtig 
aufgesucht werden. Unter einem OP-Mikroskop (OMPI MD, Zeiss) erfolgte bei 8-
facher Vergrößerung die Präparation des Nervs in seinem Verlauf mit Hilfe von 
Mikroschere und Mikropinzette mit Mobilisation aus dem umgebenden Muskel. Die 
Präparation umfasste den Austritt des Nervs aus dem Foramen obturatum bis zur 
Aufteilung in seine Äste (Abb. 7-3). 
 
	





Die Platzierung des Wasserstrahlapplikators erfolgte im 90° Winkel und mit einem 
Abstand von 10 mm über dem rechten N. ischiadicus. Um vergleichbare Ergebnisse 
zu erreichen wurde ein computergesteuertes Fahrgestell (Software Servomanager 
6.4.1, Parker Automation; Erbe Elektromedizin Germany) verwendet, mit dem es 
möglich war den freipräparierten Nerven mit einer Geschwindigkeit von 1 cm/Sek 
unter dem Wasserstrahl hindurchfahren zu lassen (Abb.7-4). 
 
	
Abbildung 7-4 computergesteuertes Fahrgestell 
 
Nach Darstellung des Nervs wurde die Ratte auf das computergesteuerte Fahrgestell 
gelegt und die Läsion mit Hilfe des Wasserstrahldissektors bei einem Druck von 80 




Abbildung 7-5 Läsion am Nervus ischiadicus mittels Wasserstrahl 
 
7.1.3.4. Wundschluss 
Nach Schädigung des Nervs erfolgte der Verschluss der Muskelfaszie sowie der 
Subcutis mit resorbierbaren Einzelknopfnähten und der Haut mit einer 
Intrakutannaht. Zum Nähen fanden Nadelhalter (Medica) und selbstauflösendes 
Nahtmaterial (Safil® HR 17 oder HR 26, 4 x 3-0, 45 cm, Polyglykolsäure, B/Braun) 
Verwendung. 
 
7.1.4. Messung des neurologischen Defizits 
Allen Ratten wurde direkt nach der Operation sowie abhängig von der Gruppe auch 
an den weiteren Tagen G-CSF respektive G5% appliziert. An diesen Tagen erfolgten 
auch die Lauftests und die elektrophysiologischen Untersuchungen. 
Zur Durchführung der Lauftests diente ein zu diesem Zweck angefertigter hölzerner, 
nach oben offener, 110 cm langer, 14 cm breiter und 8 cm hoher Laufkanal, der in 
einer ebenfalls aus Holz bestehenden dunklen Box endet. Damit sich die 
Versuchstiere an die Vorrichtung gewöhnten, wurde jedes Tier vor der Messung an 
den Anfang des Laufkanals gesetzt. Ihrem Instinkt folgend liefen die Tiere nun an 
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dessen Ende in die abgedunkelte Box. Nach diesen Übungsläufen wurde ein 
59,4 cm langer und 12 cm breiter Papierstreifen in den Laufkanal gelegt und beide 
Hinterfüße der Versuchstiere vorsichtig auf ein schwarzes Stempelkissen gedrückt, 
um sie danach ein weiteres Mal durch den nun mit Papier ausgelegten Laufkanal 
laufen zu lassen. Die hiermit gewonnenen Fußabdrücke der Hinterläufe lieferten die 
Maße für die Berechnung des Sciatic Functional Index (SFI; Abb. 7-6). Um den 
funktionellen Effekt einer peripheren Nervenläsion im Tiermodell quantifizieren zu 
können entwickelten Medinaceli et al. diesen Index. Dieser errechnet sich als der 
relative Unterschied von verletztem zu gesundem Hinterlauf und liefert eine genaue, 
zuverlässige und leicht zu wiederholende Methode um die Funktion des Nervus 
ischiadicus der Ratte zu evaluieren28. Carlton und Goldberg sowie Bain et al. 
modifizierten den Index weiter mit dem Ziel einen SFI zu errechnen, der unabhängig 
von der Funktion der peronealen bzw. tibialen Muskulatur ist9,120. Der SFI fand 
bereits in einigen tierexperimentellen Studien zu Nervenläsionen seine 
Anwendung6,19,128. Auch in der vorliegenden Studie wurde der SFI zur Evaluation der 
funktionellen Beeinträchtigung bei Nervenschädigung nach Carlton und Goldberg 
verwendet28,30.  
 
Formel nach Carlton und Goldberg: 
SFI = [(NPL-EPL)/EPL + (ETS-NTS)/NTS + (EIT-NIT)/NIT] x 73 
 
Die Länge der Fußabdrücke (PL, print length) wurde als Distanz in Zentimetern (cm) 
vom Ende der Ferse bis zur Spitze des dritten Zehs bemessen. Da gesunde Ratten 
auf ihren Zehen und vorderen Fußballen laufen, ist bei diesen die Länge der 
Fußabdrücke kurz. Tiere mit einer neuromuskulären Schädigung platzieren den 
kompletten Fuß auf den Boden beziehungsweise schleifen diesen sogar über den 
Untergrund, sodass ein längerer Fußabdruck mit reduzierter Zehenspreizung 
entsteht. Die Spreizung der Zehen (TS, toe spread) konnte bestimmt werden, indem 
der Abstand der ersten zur fünften Zehe bemessen wurde. Die Maße des 
Zwischenzehenabstandes (IT, intermediate toe spread) ergab sich aus der Distanz 
von der zweiten zur vierten Zehe. Diese Messungen erfolgten an der operierten (E 




7.1.5. Messung der motorischen Nervenleitgeschwindigkeit  
Um den funktionellen Effekt einer peripheren Nervenläsion weiter quantifizieren zu 
können kam die Elektroneurografie zum Einsatz. Diese beschreibt die Ableitung der 
motorischen oder sensiblen Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) und eignet sich so zur 
elektrophysiologischen Diagnostik peripherer Nervenläsionen88. Da bei der 
Schädigung peripherer Nerven die sensible NLG, im Gegensatz zur motorischen, so 
stark reduziert sein kann, dass kein sensibles Aktionspotential mehr ableitbar ist88, 
wurde in dieser Studie auf die Ableitung der motorischen NLG (mNLG) 
zurückgegriffen. 
Die Messungen der Nervenleitgeschwindigkeit wurden präoperativ, postoperativ 
sowie je nach Gruppe an weiteren Tagen durchgeführt. Hierbei diente die 
präoperative Messung als Referenzwert. Mittels der Messungen an den weiteren 
Tagen konnte die Verbesserung im Laufe des Beobachtungszeitraums dargestellt 
werden. Die Messung direkt nach der OP diente des Weiteren zur Erfolgskontrolle 
der gesetzten Läsion. Nur wenn die Nervenleitgeschwindigkeit rapide abnahm, 
konnte von einer adäquaten Schädigung des Nervs ausgegangen werden. 
 
 
Abbildung 7-6 Ratte während der Messung der Nervenleitgeschwindigkeit 
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Um die Nervenleitgeschwindigkeit zu bestimmen kam ein Nerven-Monitoring-System 
(EMS Biomedical®, Surpass) zum Einsatz (Abb. 7-7).  
 
 
Abbildung 7-7 Nerven-Monitoring-System 
 
Die Durchführung der Messung erfolgte mittels 4 Elektroden (Neuroline Subdermal, 
Ambu®). Die Aufzeichnungselektrode wurde unter der Haut über dem Musculus 
tibialis anterior platziert, die Referenzelektrode ca. 1 bis 1,5 cm distal über der Sehne 
des Musculus tibialis anterior. Zur Stimulation wurde die Kathode zum einen proximal 
der Läsion auf Höhe des Foramen obturatorius und zum anderen distal der Läsion in 
der Fossa poplitea platziert. Die Anode wurde in der paraspinalen Muskulatur und die 












Abbildung 7-8 Messwerte bei der motorischen Neurografie 
 
7.1.6. Fixierung des Gewebes 
Am jeweiligen Finaltag wurde den Tieren nach einer Überdosierung des 
Narkosemittels in einer letal endeten Operation das Rückenmark in seiner 
kompletten Länge entnommen und es wurden die Rückenmarkssegmente L4 bis L6 
präpariert (Abb. 7-9). 
Da nach der Entnahme des Rückenmarks unmittelbar Zersetzungsprozesse 
einsetzen, musste das Gewebe umgehend fixiert werden, um Strukturveränderungen 
entgegen zu wirken. Hierzu wurde das Gewebe in 4% Formalinlösung (Fischar) 
gelegt. Um Gewebsschnitte herstellen zu können wurde eine Einbettung in Paraffin 
notwendig (Einbettungsatomat: Sakura Tissue-Tek VIP5 Jr; Parrafin: Sigma-Aldrich 
Paraffin wax mp53-57 Grad Celcius). Anschließend konnten mit Hilfe des 
Rotationsmikrotom CUT 5062 (Slee Medical, Mainz) die Gewebsschnitte hergestellt 
werden.  
Ab der Höhe L4 des Rückenmarks (Abb. 7-9) wurden die Schnitte mit einer 
Schnittdicke von 5 µm aufgenommen. Dies deckt sich mit der Literatur, in der 
Schnittdicken von 1 µm bis µm 10 beschrieben sind10,50,89,91,110,111,116,122.	 Insgesamt 
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wurden Schnitte von 10 Regionen ab Höhe L 4 aufgenommen, wobei jede Region 
100 µm umfasste. Pro Region wurden 10 Schnitte aufgenommen, weitere 10 
Schnitte wurden verworfen, bevor die nächste Region begann. 
	
	
Abbildung 7-9 Übersicht der Querschnitte des Rückenmarks in verschiedenen Abschnitten. Die 





7.2. Immunhistochemischer Teil 
Der immunhistochemische Teil dieser Arbeit entstand in Kooperation mit der AG 
Huber/Kins/Urbschat58 (Klinik für Neurochirurgie des Universitätsklinikums des 
Saarlandes/ Technischen Universität Kaiserslautern Fachbereich Biologie, Abteilung 
Humanbiologie und Humangenetik). 
Die immunhistochemische Färbung ist eine Methode zur Darstellung von Proteinen 
oder anderen Strukturen mit Hilfe von markierten Antikörpern. Zur Markierung der 
Antikörper gegen Cholin-Acetyl-Transferase (ChAT), Granulozyten-Kolonie 
stimulierender Faktor Rezeptor (G-CSFR), sowie Bcl-2 und Bax wurde in dieser 
Studie die Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode)20,57,109, die die starke 
Affinität von Avidin zu Biotin nutzt, angewandt. Hierbei ist der primäre Antikörper 
unmarkiert und der sekundäre Antikörper biotinyliert. An diesen sekundären 
Antikörper bindet anschließend ein enzymmarkierter Avidin-Biotin-Komplex47,56,62 
(Abb. 7-8). Der genaue Ablauf der Einzelfärbungen, sowie die jeweils verwendeten 











Um zu zeigen, dass α-Motoneurone, die durch den spezifischen Marker ChAT 
identifiziert wurden, Bcl-2, Bax und G-CSFR exprimieren, wurden 
Fluoreszenzdoppelfärbungen durchgeführt. Mit dieser Methode ist es möglich, die 
Kolokalisationen von Proteinen auch im selben Kompartiment einer Zelle 
nachzuweisen. Genutzt wird hierzu die Affinität von Antikörpern zu bestimmten 
Epitopen. Während der Primärantikörper spezifisch an das Epitop bindet, bindet der 
Sekundärantikörper wiederum spezifisch an den Primärantikörper. Die 
Sekundärantikörper sind bei dieser Methode mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt. 
Diese lassen sich jeweils mit unterschiedlichen Wellenlängen des Lichtes anregen 
und so mikroskopisch unterschiedlich darstellen. Auch der genaue Ablauf der 






Abbildung 7-11 Fluoreszenz-Doppelfärbung: 1: Aufbringen des ersten spezifischen Primärantikörpers 
auf das Gewebe 2: Aufbringen des ersten Fluoreszenz-gekoppelten Sekundärantikörpers und 
Bindung an den Primärantikörper. 3: Aufbringen des zweiten Primärantikörpers. 4: Aufbringen des 
zweiten Sekundärantikörpers mit Fluoreszenzfarbstoff und spezifischer Bindung an den zweiten 





7.2.2. Histologische Auswertung 
Im histologischen Teil dieser Arbeit wurde die Anzahl der α-Motoneurone im 
Rückenmark untersucht. Es wurden bei jedem Tier für jeden der vier Antikörper die 
α-Motoneurone, aus allen 10 der im Material- und Methodenteil beschriebenen 
Schnitte, für jede Seite gezählt. Daraus wurde die Summe gebildet und die Anzahl 
der α-Motoneurone der rechten geschädigten Seite mit der Anzahl der α-
Motoneurone auf der linken Seite pro Tier verglichen. 
 
7.2.3. Kriterien für α-Motoneurone 
Die α-Motoneurone mussten in allen vier Antikörperfärbungen jedes der folgenden 
Kriterien erfüllen, um in die histologische Auswertung einzugehen (Abb. 7-12) 
1) Eine unversehrte Zellmembran musste sichtbar sein 
2) Eine intakte Kernmembran musste zu erkennen sein 
3) Es musste ein einzelner dunkler Nukleolus zu sehen sein 
4) Das Zytoplasma musste klar erkennbar sein 
5) Das Zytoplasma musste violett angefärbt sein 
 
Durch diese Kriterien konnte sichergestellt werden, dass eine Nervenzelle komplett 
auf dem histologischen Schnitt zu sehen ist und nicht doppelt gezählt wird140,141. 
 
	
Abbildung 7-12 Beispielzellen für die Auswert-Kriterien für Motoneurone. α-Motoneuron mit 
Pfeilmarkierung. ChAT Färbung, 20fache Vergrößerung 
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7.2.4. Mikroskopie  
Die immunhistochemischen Färbungen konnten lichtmikroskopisch mit dem 
Mikroskop Olympus BX43 (Olympus Deutschland GmbH) ausgewertet werden. 
Hierzu wurden mit Hilfe der Mikroskopkamera Olympus XC30 (Olympus Soft Imaging 
Solutions) und dem Programm CellSens Dimension (Olympus) Bilder der 
Schnittpräparate erstellt. Für die Aufnahmen kamen ein 4faches Objektiv (UPlanFLN 
4x/0,13 NA, Olympus) und ein 10faches Objektiv (UPlanFLN 10x/0,30 NA, Olympus) 
zum Einsatz.  
Für die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen kam ein 100faches Objektiv 
(UPlanFLN 100x/1,3 NA Oil Ph3, Olympus, Hamburg) zur Anwendung. Soweit nicht 
anders angegeben, wurde bei allen lichtmikroskopischen Aufnahmen eine 
automatische Belichtungszeit eingehalten und keine Kontrastverstärkung 
vorgenommen. Die verwendeten Filter (Fraen Corporation Srl, Trivolzio, Italien) 
sowie die jeweils eingehaltenen Belichtungszeiten sind in Tab.2 aufgeführt.  
Tabelle 2: Fluoreszenzfilter und Belichtungszeiten  
Filter Extinktionswellenlänge Belichtungszeit  
 
UV 365 nm  
 
600 ms 
Blue 480 nm  
 
400 ms 





7.3. Statistik  
Die Auswertung der Daten erfolgte mit Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, 
USA). Die Daten wurden mittels des unabhängigen t-Tests auf Signifikanz getestet, 
die Signifikanzniveaus mit * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01) und *** (p ≤ 0,001) festgelegt. 
Daten, die keine Signifikanz aufwiesen, wurden mit n.s. angezeigt. Zuvor wurden die 
Daten auf Ausreißer (Werte, die mehr als das Vierfache von der 
Standardabweichung des Mittelwertes abweichen) und auf Normalverteilung mit Hilfe 
des Kolmogorov-Smirnov-Tests untersucht.  
Mit Hilfe von Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) war es möglich die 
Daten graphisch darzustellen.   
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8.  Ergebnisse 
	
Das folgende Kapitel enthält die Ergebnisse dieser Studie, welche sich aus den 
Untersuchungen der Elektrophysiologie, den Lauftests und der Histologie 
zusammensetzen. 
Zunächst werden die Ergebnisse der Elektrophysiologie und der Lauftests 
dargestellt. Im Anschluss wird auf die histologischen Ergebnisse eingegangen. 
 
8.1. Tierexperimenteller Teil 
8.1.1 Ermittlung der neurologischen Regeneration mittels des SFI 
Bei allen untersuchten Tieren wurde präoperativ der SFI bestimmt. Hierbei lagen alle 
erhobenen Werte innerhalb des Referenzbereichs, was eine regelrechte Funktion der 
Zehenspreizung und somit eine normale neurologische Funktion der Hinterläufe 
widerspiegelt. Alle Tiere waren somit nachweislich vor Beginn der Studie 
diesbezüglich funktionell gesund.  
 
Für die Auswertung wurde der jeweils ermittelte SFI in einen dreistufen Score 
eingeteilt (Tab. 3) 
 
Tabelle 3 Einteilung des SFI in Scores 
SFI Score Bedeutung 
0 bis -25 1 leichte Funktionseinschränkung 
-26 bis -74 2 mittlere Funktionseinschränkung 
-75 bis -100 3 schwere Funktionseinschränkung 
 
 
Unabhängig von der Einteilung fanden sich am 1. postoperativen Tag bei 100% der 
Tiere motorische Defizite. Im Verlauf des Beobachtungszeitraums von zwei Wochen 





Die Messwerte am 3. postoperativen Tag zeigten bei 5 von 18 Ratten eine starke 
Einschränkung der motorischen Funktion, wenn sie mit G-CSF behandelt wurden. In 
der Gruppe die G5% erhielt waren dies 6 von 18 Tieren. Verglichen mit der 
Kontrollgruppe, ergab sich so für die Behandlung mit G-CSF ein positiver Trend, 




Abbildung 8-1 Score des SFI am 3. Tag für G5% und G-CSF 
 
Zwei Wochen postoperativ wies keine der Ratten, die postoperativ mit G-CSF 
behandelt wurden ein starkes motorisches Defizit mehr auf. Daraus lässt sich im 
Vergleich zur Kontrollgruppe, in der noch 1 von 6 Tieren einen starken 
neurologischen Schaden aufwies, ein positiver Trend einer besseren Regeneration 











8.1.2. Ermittlung der neurologischen Regeneration mittels der 
motorischen Nervenleitgeschwindigkeit (mNLG)  
Bei allen untersuchten Tieren wurde präoperativ auch die mNLG bestimmt. Hierbei 
lagen alle erhobenen Werte innerhalb des Referenzbereichs, was eine regelrechte 
Funktion der neuromuskulären Funktion der Hinterläufe widerspiegelt. Alle Tiere 
waren somit vor Beginn der Studie diesbezüglich funktionell gesund. 
 
Die jeweils gemessene mNLG wurde in Bezug zum Ausgangswert in Prozent 
angegeben und der ermittelte Wert in einen Dreistufenscore eingeteilt. 
 
Tabelle 4 Einteilung mNLG in Scores 
mNLG Score Bedeutung 
100% bis 75% 1 leichte Funktionseinschränkung 
74% bis 25% 2 mittlere Funktionseinschränkung 
24% bis 0% 3 schwere Funktionseinschränkung 
 
In den ersten Tagen nach der Nervenschädigung - hier beispielsweise der 4. 
postoperative Tag dargestellt - zeigte sich kein Unterschied hinsichtlich einer 
besseren Regeneration der Nervenleitgeschwindigkeit bei den Tieren, die 









In der Kontrollgruppe zeigten am 7. postoperativen Tag 2 von 6 Tieren eine fast 
vollständige Regeneration der motorischen Nervenleitgeschwindigkeit und 4 von 6 
Tieren noch ein mittleres Defizit. Demgegenüber wiesen in der Gruppe mit G-CSF 
Behandlung 3 von 6 Tieren eine fast vollständige Regeneration und 3 von 6 Tieren 
ein mittleres Defizit auf (Abb. 8-4). Somit konnte kein signifikanter Unterschied, aber 
ein positiver Trend hinsichtlich einer besseren Regeneration der 
Nervenleitgeschwindigkeit bei Tieren, die mit G-CSF postoperativ behandelt wurden, 




Abbildung 8-4 Score der mNLG am 7. Tag für G5% und G-CSF 
 
Das gleiche Ergebnis lieferte die Messung der Nervenleitgeschwindigkeit am 14. Tag 









8.2. Immunhistochemischer Teil 
Die immunhistochemische Auswertung entstand in Kooperation mit der AG 
Huber/Kins/Urbschat58 (Klinik für Neurochirurgie des Universitätsklinikums des 
Saarlandes/ Technischen Universität Kaiserslautern Fachbereich Biologie, Abteilung 
Humanbiologie und Humangenetik). 
 
Aufgrund seiner anti-apoptotischen Wirkung trägt G-CSF möglicherweise dazu bei, 
das Absterben der α-Motoneurone im Rückenmark zu inhibieren. Um diesen Effekt 
zu überprüfen wurden vier verschiedene Antikörperfärbungen durchgeführt. 
Mittels ChAT wurden spezifisch die α-Motoneurone im Rückenmark angefärbt, um so 
die Anzahl an α-Motoneurone im Rückenmark auf der ungeschädigten und der 
geschädigten Seite auszählen und vergleichen zu können. Mit Hilfe der 
Apoptosemarker Bcl-2 (anti-apoptotisch) und Bax (pro-apoptotisch) wurde der 
Einfluss von G-CSF auf die apoptotischen Prozesse der α-Motoneurone untersucht. 
Um zu prüfen, ob der G-CSFR bei Verlust von α-Motoneuronen reduziert vorliegt 
oder durch beispielsweise einen autokrinen Schutzmechanismus auf der 
geschädigten Seite hochreguliert wird, wurde eine Antikörperfärbung gegen den G-
CSFR durchgeführt. 
Zur Vereinfachung sind die in den Ergebnissen beschriebenen Seiten des 
Rückenmarks der verschiedenen Gruppen wie folgt abgekürzt: 
 
Abkürzungen der Gruppen in den Ergebnissen 
geschädigte (rechte) Seite der Kontrollgruppe  –G-CSF/re  
unversehrte (linke) Seite der Kontrollgruppe  –G-CSF/li  
geschädigte (rechte) Seite der Gruppe mit G-CSF-Behandlung  +G-CSF/re  
unversehrte (linke) Seite der Gruppe mit G-CSF-Behandlung  +G-CSF/li 
 
8.2.2. Quantitative Analyse für ChAT 
Die quantitative und statistische Auswertung von –G-CSF/li und –G-CSF/re zeigte, 
dass bei –G-CSF/li mehr α-Motoneurone gezählt worden sind als bei –G-CSF/re. Der 
Mittelwert der vorhandenen α-Motoneurone für den gesamten untersuchten Bereich 
des Rückenmarks aller Tiere der Kontrollgruppe lag für –G-CSF/li bei 40 ± 1 α-
Motoneurone und für –G-CSF/re bei 31 ± 1 α-Motoneurone. Demnach war die 
41	
	
mittlere Anzahl an α-Motoneuronen bei –G-CSF/li deutlich höher verglichen mit –G-
CSF/re (p = 0,00002). 
Bei Betrachtung der quantitativen und statistischen Auswertung von +G-CSF/li und 
+G-CSF/re waren kaum Unterschiede zwischen der Anzahl der α-Motoneurone 
erkennbar. Bei +G-CSF/li fanden sich im Mittel 29 ± 1 α-Motoneurone, bei +G-CSF/re 
30 ± 1 α-Motoneurone, was keinen signifikanten Unterschied ergab (p = 0,7987) 
(Abb. 8-6).  
 
 
Abbildung 8-6 Gesamtergebnis Antikörperfärbung gegen ChAT 
Darstellung der Mittelwerte aller Tiergruppen für die Gesamtzahl an gefärbten α-Motoneurone je Tier für die 
jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (-) und Tieren mit G-
CSF-Behandlung (+). Signifikanzniveaus: * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01), *** (p ≤ 0,001); ns=nicht signifikant (p > 0,05) 
 
Auch die Ergebnisse für die verschiedenen Einzelgruppen innerhalb einer Gruppe 
zeigten, dass die Mittelwerte an α-Motoneuronen von –G-CSF/li jeweils signifikant 
über der Anzahl von –G-CSF/re lagen, die mittlere Anzahl der α-Motoneurone 
zwischen +G-CSF/li und +G-CSF/re jedoch nicht.  
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Tabelle 5 Einzelergebnisse der Antikörperfärbung gegen ChAT 
 
Aufgeführt sind jeweils alle Tiergruppen mit den Mittelwerten der gezählten α-Motoneurone auf der linken bzw. 
rechten Seite bei Tieren der Kontrollgruppe ohne G-CSF-Behandlung (-) und bei Tieren mit einer Behandlung von 




Abbildung 8-7 Antikörperfärbung gegen ChAT Gruppe 1 Tag 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe „1 Tag“ für die 
jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (-) und Tieren mit G-





Abbildung 8-8 Antikörperfärbung gegen ChAT Gruppe 4 Tage 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe „4 Tage“ für die 
jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (+) und Tieren mit G-
CSF-Behandlung (-). Signifikanzniveaus: * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01), *** (p ≤ 0,001); ns=nicht signifikant (p > 0,05). 
 
 
Abbildung 8-9 Antikörperfärbung gegen ChAT 7 Tage 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe „7 Tage“ für die 
jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (+) und Tieren mit G-








Abbildung 8-10 Antikörperfärbung gegen ChAT 14 Tage 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe „14 Tage“ für die 
jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (+) und Tieren mit G-
CSF-Behandlung (-). Signifikanzniveaus: * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01), *** (p ≤ 0,001); ns=nicht signifikant (p > 0,05). 
 
8.2.2. Quantitative Analyse für Bcl-2 
Die quantitative und statistische Auswertung der Bcl-2-positiven α-Motoneurone von 
–G-CSF/li im Vergleich zu –G-CSF/re zeigte, dass bei –G-CSF/li mehr Bcl-2-positive 
α-Motoneurone vorhanden waren als bei –G-CSF/re. Der Mittelwert aller Tiergruppen 
lag für –G-CSF/li bei 52 ± 3 α-Motoneurone und für –G-CSF/re bei 44 ± 2 α-
Motoneuronen. Demzufolge ergab sich eine signifikant höhere Anzahl an Bcl-2-
positiven Zellen bei –G-CSF/li (p = 0,0498). 
Bei der Gruppe mit G-CSF-Behandlung zeigte sich kein Unterschied zwischen der 
Anzahl der Bcl-2-positiven α-Motoneurone bei +G-CSF/li und +G-CSF/re. Bei +G-
CSF/li fand sich ein Mittelwert von 36 ± 2 α-Motoneuronen, bei +G-CSF/re 40 ± 2 α-







Abbildung 8-11 Gesamtergebnis Antikörperfärbung gegen Bcl-2  
Darstellung der Mittelwerte aller Tiergruppen für die Gesamtzahl an gefärbten α-Motoneurone je Tier für die 
jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (D) und Tieren mit 
G-CSF-Behandlung (B). Signifikanzniveaus: * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01), *** (p ≤ 0,001); ns=nicht signifikant (p > 
0,05). 
 
Auch die Ergebnisse für die verschiedenen Einzelgruppen innerhalb der Gruppe 
zeigten, dass die Mittelwerte an Bcl-2-positiven α-Motoneuronen von –G-CSF/li 
jeweils signifikant über der Anzahl von –G-CSF/re lagen, die mittlere Anzahl der Bcl-
2-positiven α-Motoneurone zwischen +G-CSF/li und +G-CSF/re jedoch nicht. 
Ausgenommen hierbei ist die Gruppe „1 Tag“ der Kontrollgruppe (-), bei der kein 
Unterschied vorlag (p = 0,7778). 
 
Tabelle 6 Einzelergebnisse der Antikörperfärbung gegen Bcl-2 
 
Aufgeführt sind jeweils alle Tiergruppen mit den Mittelwerten der gezählten Bcl-2-positiven α-Motoneuronen auf 
der linken bzw. rechten Seite bei Tieren der Kontrollgruppe ohne G-CSF-Behandlung (-) und bei Tieren mit einer 
Behandlung von G--CSF (+) unter Angabe der statistischen Auswertung (p). Signifikanzniveaus: * (p ≤ 0,05), ** (p 





Abbildung 8-12 Antikörperfärbung gegen Bcl-2 Gruppe 1 Tag 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe „1 Tag“ für die 
jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (-) und Tieren mit G-
CSF-Behandlung (+). Signifikanzniveaus: * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01), *** (p ≤ 0,001); ns=nicht signifikant (p > 0,05). 
 
 
Abbildung 8-13 Antikörperfärbung gegen Bcl-2 Gruppe 4 Tage 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe „4 Tage“ für die 
jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (-) und Tieren mit G-







Abbildung 8-14 Antikörperfärbung gegen Bcl-2 Gruppe 7 Tage 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe „7 Tage“ für die 
jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (-) und Tieren mit G-
CSF-Behandlung (+). Signifikanzniveaus: * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01), *** (p ≤ 0,001); ns=nicht signifikant (p > 0,05). 
 
 
Abbildung 8-15  Antikörperfärbung gegen Bcl-2 Gruppe 14 Tage 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe „14 Tage“ für die 
jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (-) und Tieren mit G-
CSF-Behandlung (+). Signifikanzniveaus: * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01), *** (p ≤ 0,001); ns=nicht signifikant (p > 0,05). 
 
8.2.3. Quantitative Analyse für Bax 
Die quantitative und statistische Auswertung der Bax-positiven α-Motoneurone von –
G-CSF/li im Vergleich zu –G-CSF/re zeigte, dass bei –G-CSF/li mehr Bax-positive α-
Motoneurone vorhanden waren als bei –G-CSF/re. Der Mittelwert der positiven α-
Motoneurone aller Tiergruppen lag für –G-CSF/li bei 43 ± 2 α-Motoneuronen und für 
–G-CSF/re bei 53 ± 2 α-Motoneuronen. Daraus ergab sich eine deutlich geringere 





Bei der Gruppe mit G-CSF-Behandlung zeigte sich kein Unterschied zwischen der 
Anzahl der Bax-positiven α-Motoneurone bei +G-CSF/li und +G-CSF/re. Bei +G-
CSF/li fanden sich im Mittel 40 ± 4 α-Motoneurone, bei +G-CSF/re 40 ± 3 α-
Motoneurone, was in etwa der gleichen Anzahl entsprach (p = 0,9082). 
 
 
Abbildung 8-16 Gesamtergebnis Antikörperfärbung gegen Bax 
	 	
Auch die Ergebnisse für die verschiedenen Einzelgruppen innerhalb der Gruppe 
zeigten, dass die Mittelwerte an Bax-positiven α-Motoneuronen von –G-CSF/li jeweils 
signifikant über der Anzahl von –G-CSF/re lagen, die mittlere Anzahl der Bax-
positiven α-Motoneurone zwischen +G-CSF/li und +G-CSF/re jedoch nicht.  
 
Tabelle 7 Einzelergebnisse der Antikörperfärbung gegen Bax 
 
Aufgeführt sind jeweils alle Tiergruppen mit den Mittelwerten der gezählten Bax-positiven α-Motoneuronen auf 
der linken bzw. rechten Seite bei Tieren der Kontrollgruppe ohne G-CSF-Behandlung (-) und bei Tieren mit 
einer Behandlung von G-CSF (+) unter Angabe der statistischen Auswertung (p). Signifikanzniveaus: * (p ≤ 





Abbildung 8-17 Antikörperfärbung gegen Bax Gruppe 1 Tag 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten Bax-positiven α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe „1 
Tag“ für die jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (-) und 
Tieren mit G-CSF-Behandlung (+). Signifikanzniveaus: * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01), *** (p ≤ 0,001); ns=nicht 
signifikant (p > 0,05).  
 
 
Abbildung 8-18 Antikörperfärbung gegen Bax Gruppe 4 Tage 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten Bax-positiven α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe 
„4 Tage“ für die jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (-) 
und Tieren mit G-CSF-Behandlung (+). Signifikanzniveaus: * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01), *** (p ≤ 0,001); ns=nicht 





Abbildung 8-19 Antikörperfärbung gegen Bax Gruppe 7 Tage 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten Bax-positiven α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe „7 
Tage“ für die jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (-) und 
Tieren mit G-CSF-Behandlung (+). Signifikanzniveaus: * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01), *** (p ≤ 0,001); ns=nicht 
signifikant (p > 0,05).  
 
 
Abbildung 8-20 Antikörperfärbung gegen Bax Gruppe 14 Tage 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten Bax-positiven α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe 
„14 Tage“ für die jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (-) 
und Tieren mit G-CSF-Behandlung (+). Signifikanzniveaus: * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01), *** (p ≤ 0,001); ns=nicht 
signifikant (p > 0,05). 
 
8.2.4. Quantitative Analyse für G-CSFR  
Die quantitative und statistische Auswertung der G-CSFR-positiven α-Motoneurone 
von –G-CSF/li im Vergleich zu –G-CSF/re zeigte, dass bei –G-CSF/li mehr G-CSFR-
positive α-Motoneurone vorhanden waren als bei –G-CSF/re. 
Der Mittelwert der G-CSFR-positiven α-Motoneuronen aller Tiergruppen lag für –G-
CSF/li bei 46 ± 2 α-Motoneuronen und für –G-CSF/re bei 32 ± 1 α-Motoneuronen. 
Daraus ergab sich eine deutlich höhere mittlere Anzahl an G-CSFR-positiven α-
Motoneuronen bei –G-CSF/li als bei –G-CSF/re (p = 0,0019).  
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Bei der Gruppe mit G-CSF-Behandlung zeigte sich kein Unterschied zwischen der 
Anzahl der G-CSFR-positiven α-Motoneurone bei +G-CSF/li und +G-CSF/re. 
Bei +G-CSF/li fanden sich im Mittelwert 43 ± 3 G-CSFR-positive α-Motoneurone, bei 
+G-CSF/re 44 ± 2 G-CSFR-positive α-Motoneurone, was ungefähr der gleichen 
Anzahl entspricht (p = 0,8398). 
 
 
Abbildung 8-21  Gesamtergebnis Antikörperfärbung gegen G-CSFR 
 
Auch die Ergebnisse für die verschiedenen Einzelgruppen innerhalb der Gruppe 
zeigten, dass die Mittelwerte an G-CSFR-positiven α-Motoneuronen von –G-CSF/li 
jeweils signifikant über der Anzahl von –G-CSF/re lag, die mittlere Anzahl der G-
CSFR-positiven α-Motoneuronen zwischen +G-CSF/li und +G-CSF/re jedoch nicht.  
 
Tabelle 8 Einzelergebnisse der Antikörperfärbung gegen G-CSFR 
 
Aufgeführt wurden jeweils alle Tiergruppen mit den Mittelwerten der gezählten G-CSFR-positiven α-
Motoneurone auf der linken bzw. rechten Seite bei Tieren der Kontrollgruppe ohne G-CSF-Behandlung (-) und 
bei Tieren mit einer Behandlung von G-CSF (+) unter Angabe der statistischen Auswertung (p). 




Abbildung 8-22 Antikörperfärbung gegen G-CSFR Gruppe 1 Tag 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe „1 Tag“ für die 
jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (-) und Tieren mit G-
CSF-Behandlung (+). Signifikanzniveaus: * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01), *** (p ≤ 0,001); ns=nicht signifikant (p > 0,05). 
 
 
Abbildung 8-23 Antikörperfärbung gegen G-CSFR Gruppe 4 Tage 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe „4 Tage“ für die 
jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (-) und Tieren mit G-







Abbildung 8-24 Antikörperfärbung gegen G-CSFR Gruppe 7 Tage 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe „7 Tage“ für die 
jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (-) und Tieren mit G-




Abbildung 8-25 Antikörperfärbung gegen G-CSFR Gruppe 14 Tage 
Darstellung der mittleren Gesamtzahl an gefärbten α-Motoneuronen eines Tieres der Tiergruppe „14 Tage“ für die 
jeweils linke und rechte (geschädigte) Seite des Rückenmarks bei Tieren der Kontrollgruppe (-) und Tieren mit G-






8.2.5.1. Doppelfärbung gegen die Proteine ChAT und Bcl-2 (Abb. 8-26) 
In der Antikörperfärbung gegen ChAT (Abb. 8-26 A) ließ sich ein positives α-
Motoneuron trotz recht hohen Hintergrundsignals deutlich erkennen. Das ChAT-
Signal war im kompletten Zellsoma mit Aussparung des Nucleus zu identifizieren. 
Um den Nucleus erschien das ChAT-Signal verstärkt. Die Antikörperfärbung gegen 
Bcl-2 (Abb. 8-26 B) zeigte das gleiche Verteilungsmuster des Signals. Auch hier war 
das α-Motoneuron trotz relativ starker Hintergrundfärbung klar erkennbar. Ebenfalls 
lag das Bcl-2-Signal im gesamten Soma vor, wobei der Nucleus ausgespart war und 
um ihn herum eine verstärkte Färbung vorlag. Durch das Übereinanderlegen der 
Bilder beider Färbungen (Abb.8-26 C) zeigte sich die Kolokalisation der Proteine 
ChAT und Bcl-2 im α-Motoneuron. Des Weiteren war zu erkennen, dass das 
Expressionsmuster beider Proteine gleich verteilt vorlag. Sowohl die stärkere 
Intensität um den Nucleus, als auch eine schwächere Intensität fernab des Nucleus 
war in beiden Färbungen gleich sichtbar. Mit einer DAPI-Färbung (4′,6-Diamidin-2-
phenylindol) wurde der Nucleus in blau sichtbar dargestellt. 
	
Abbildung 8-26 Doppelfärbung ChAT und Bcl-2. A: Antikörperfärbung gegen ChAT. B: Antikörperfärbung gegen 
Bcl-2. C: Überlagerung der Antikörperfärbung gegen ChAT und Bcl-2 sowie Kernsignal mit DAPI. Der Messbalken 
entspricht einer Länge von 25 µm und gilt für A-C. 
	
8.2.5.2. Doppelfärbung gegen die Proteine ChAT und Bax (Abb.8-27) 
Die Antikörperfärbung gegen ChAT (Abb. 8-27 A) zeigte hier zwei positive α-
Motoneurone. Durch die starke Intensität der Färbung ließen sich die α-Motoneurone 
trotz Hintergrundfärbung klar vom Hintergrund abgrenzen. Das ChAT-Signal war im 
gesamten Zellsoma verteilt, es traten jedoch innerhalb des Zellsomas Signale 
unterschiedlicher Intensitäten auf. Einzig der Nucleus zeigte innerhalb der Zelle kein 
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ChAT-Signal. Verglich man beide Zellen bezüglich ihrer Intensität der Färbung war 
keine Unterscheidung in stark und schwach-positiv gefärbte α-Motoneurone möglich. 
Die Antikörperfärbung gegen Bax (Abb. 8-27 B) verhielt sich vergleichbar. Auch hier 
setzten sich die α-Motoneurone aufgrund eines stärkeren Signals deutlich von dem 
Hintergrund ab. Mit Ausnahme vom Nucleus lag das Bax-Signal mit unterschiedlich 
starken Intensitäten an einigen Stellen im gesamten Zellsoma vor. Auch hier war eine 
Unterscheidung zwischen stark und schwach positiv gefärbten α-Motoneuronen nicht 
möglich. Das Übereinanderlegen der Bilder der beiden Färbungen (Abb. 8-27 C) 
zeigte, dass in α-Motoneuronen die Proteine ChAT und Bax kolokalisiert waren. 
Mittels DAPI-Färbung wurde der Nucleus blau angefärbt. Erkennbar war, dass das 
Expressionsmuster der beiden Proteine das gleiche Verteilungsmuster im Zellsoma 
zeigte. Sowohl die Bereiche einer stärkeren als auch einer schwächeren Intensität 
innerhalb des Zellsoma war in beiden Färbungen an gleicher Stelle lokalisiert. Die 
Unterscheidung zwischen stark und schwach positiv gefärbten Zellen war auch hier 
nicht möglich.  
	
Abbildung 8-27 Doppelfärbung ChAT und Bax. A: Antikörperfärbung gegen ChAT. B: Antikörperfärbung gegen 
Bax. C: Überlagerung der Antikörperfärbung gegen ChAT und Bax sowie Kernsignal mit DAPI. Der Messbalken 
entspricht einer Länge von 25 µm und gilt für A-C. 
	
8.2.5.3.Doppelfärbung gegen die Proteine ChAT und G-CSFR (Abb.8-28) 
In der Antikörperfärbung gegen ChAT (Abb.8-28 A) ließen sich zwei positive α-
Motoneurone, trotz einer relativ starken Hintergrundfärbung, erkennen. Das ChAT-
Signal lag über das gesamte Zellsoma verteilt, an manchen Stellen seitlich des 
Nucleus verstärkt, vor. Nur der Nucleus zeigte innerhalb der Zelle kein ChAT-Signal. 
Des Weiteren war im Vergleich der beiden Zellen zueinander zu sehen, dass eine 
Unterscheidung in stark und schwach positiv gefärbte α-Motoneurone möglich war. 
Die Antikörperfärbung gegen G-CSFR (Abb.8-28 B) zeigte ein ähnliches Bild. Die α-
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Motoneurone waren aufgrund eines stärkeren Signals deutlich von der 
Hintergrundfärbung abzugrenzen. Das G-CSFR-Signal lag ebenfalls im gesamten 
Soma mit Ausnahme des Nucleus vor und wies an verschiedenen Stellen seitlich des 
Nucleus eine stärkere Intensität als an anderen Stellen auf.  Hier war eine 
Unterscheidung zwischen stark und schwach positiv gefärbten α-Motoneuronen 
möglich. Durch das Übereinanderlegen der Bilder der beiden Färbungen (Abb.8-28 
C) war erkennbar, dass in α-Motoneuronen die Proteine ChAT und G-CSFR 
kolokalisiert waren. Mit der DAPI Färbung wurde der Nucleus in blau sichtbar 
gemacht. Zu erkennen war ebenfalls, dass das Expressionsmuster der beiden 
Proteine gleich verteilt vorlag. Sowohl die Bereiche einer stärkeren als auch einer 
schwächeren Intensität innerhalb des Zellsomas waren in beiden Färbungen gleich 
lokalisiert. Die Möglichkeit der Unterscheidung zwischen stark und schwach positiv 
gefärbten Zellen blieb ebenfalls erhalten.  
	
Abbildung 8-28 Doppelfärbung ChAT und G-CSFR. A: Antikörperfärbung gegen ChAT. B: Antikörperfärbung 
gegen G-CSFR. C: Überlagerung der Antikörperfärbung gegen ChAT und G-CSFR sowie Kernsignal mit DAPI. 




9.  Diskussion 
Traumatische und iatrogene Verletzungen von peripheren Nerven resultieren oft in 
schweren neurologischen Defiziten. Zur Wiederherstellung der Funktion der auf diese 
Weise traumatisierten Nerven stehen neben biomechanischen Prozeduren wie 
verschiedenen Transplantationsmethoden12,90 oder neurophysiologischen 
Herangehensweisen60,64 zunehmend auch systemisch wirkende Substanzen wie 
beispielsweise Wachstumsfaktoren im Interesse der Forschung5,32,48.  
In den letzten Jahren wurde in einer Vielzahl von Studien ein direkter protektiver 
Effekt von G-CSF auf Neurone nach erfolgter Hirnischämie nachgewiesen. Neben 
seinen anti-apoptotischen und neuroprotektiven Eigenschaften förderte G-CSF nach 
zerebraler Ischämie die Gefäßneubildung im Gehirn und steigerte die 
sensomotorischen und kognitiven Funktionen in tierexperimentellen Studien sowie 
bei Menschen nach Erleiden eines Schlaganfalls118,122. Hierbei senkte G-CSF die 
Mortalität durch eine Verminderung der Hirnschwellung und damit einem reduzierten 
Risiko einer Einklemmung116. Im M. Parkinson Tiermodell zeigte G-CSF eine 
neuroprotektive Wirkung auf die dopaminergen Neurone der Substantia nigra sowie 
im M. Alzheimer Modell eine Verbesserung der Lern- und Erinnerungsfunktion von 
Mäusen91,143. 
G-CSF und sein Rezeptor werden neben den Kortex Arealen II und V, dem 
Hippocampus, der subventrikulären Zone, den Purkinje Zellen, dem Zerebellum und 
dem Hirnstamm auch in α-Motoneuronen der Vorderhörner exprimiert52,111,122.  
Henriques et al. zeigten 2010 einen direkten Einfluss von G-CSF auf das Überleben 
von α-Motoneuronen sowie die vermehrte Expression des Rezeptors für G-CSF im 
Rückenmark nach Axotomie des N. ischiadicus bei Mäusen52. Auch förderte G-CSF 
das Überleben von α-Motoneuronen im Tiermodell zur amyotrophen Lateralsklerose 
(ALS), was der Muskelatrophie entgegenwirkte111.  
Zusammenfassend weisen die bisherigen Daten darauf hin, dass sich G-CSF zur 
Behandlung verschiedener neurologischer Krankheitsbilder eignen könnte. Ein 
wichtiger Aspekt ist, dass G-CSF seit vielen Jahren zur Behandlung von 
Neutropenien eingesetzt wird und sich aufgrund seines sichereren Gebrauchs und 
seiner gut bekannten pharmakokinetischen Eigenschaften daher auch für die 
Behandlung neurologischer Erkrankungen eignen könnte110. Die Fähigkeit die intakte 
Bluthirnschranke zu passieren ermöglicht eine periphere Gabe 91,111,117,122,159. 
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Squadrit et al. zeigten in einem Tiermodell, dass es nach der Gabe von G-CSF zu 
weniger Reperfusionsschäden im Splanchnicusgebiet bei Ratten kommt und dass 
bei intravenös verabreichtem G-CSF die Dosierung von 10 µg/kg der von 5 µg/kg 
überwiegt133. Die Arbeitsgruppe von Schäbitz et al. konnte bei einer intravenösen 
Applikation von G-CSF mit einer Dosierung von 60 µg/kg Körpergewicht eine 
neuroprotektive Wirkung und verminderte Destruktion von Nervengewebe bei 
ischämischen Hirninsult bei Ratten nachweisen116. In der vorliegenden Dissertation 
wurde die gleiche Applikationsform sowie Dosierung wie bei Schäbitz et al. von G-
CSF (Neupogen®, Amgen) angewandt. Weitere Applikationsformen stellen die 
subkutane10,43,89 sowie die intraperitoneale95 Verabreichung dar. Weitaus seltener 
verwendete Applikationsformen sind die Verabreichung über eine subkutan 
implantierte Pumpe111 oder über einen intrathekalen Katheter25. 
Die Nervenläsion wurde in der vorliegenden Arbeit mit dem Wasserstrahldissektor 
gesetzt. Diese Methode kam bereits in mehreren tierexperimentellen Studien zur 
Schädigung von peripheren Nerven zum Einsatz63,127,146. In der Literatur sind 
verschiedene Methoden zur direkten inkompletten Schädigung eines peripheren 
Nervens beschrieben. Eine Möglichkeit ist die direkte mechanische Kompression 
mittels einer Zange bzw. Klemme über eine definierte Zeitspanne86,92,158 oder auch 
die Schädigung durch eine forcierte Elongation des Nervs151. Das Ausmaß der 
Nervenschädigung dürfte hier schwerer zu kontrollieren sein als bei der 
Wasserstrahldissektion mit einem standardisierten Wasserdruck, weshalb auf diese 
Methode zurückgegriffen wurde. In einer Studie von Kaduk et al. wurde gezeigt, dass 
bei einer Wasserdruckstärke von 80 bar der N. ischiadicus der Ratte irreparabel 
geschädigt ist63. Demgegenüber zeigte eine Studie von Tschan et al., dass bei einer 
Wasserdruckstärke von 80 bar und einem Beobachtungszeitraum von 12 Wochen 
eine komplette funktionelle Regeneration zu verzeichnen ist146.  
 
Trotz der überzeugenden Ergebnisse hinsichtlich der neuroprotektiven und anti-
apoptotischen Wirkung von GCSF nach traumatischer Nervenläsion bestehen 
hinsichtlich der Methodik und beim Vergleich der Ergebnisse mit anderen zu diesem 
Thema publizierten Studien noch offene Fragen, auf die im Folgenden näher 
eingegangen werden soll. 
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In dem recht kurzen Beobachtungszeitraum von maximal 14 Tagen zeigten die mit 
dem Sciatic Functional Index erhobenen Daten bezüglich der funktionellen 
Regeneration der Muskeln der unteren Extremität der Versuchstiere keine statistisch 
signifikanten Unterschiede zwischen der G-CSF- und der Kontrollgruppe, jedoch 
einen positiven Trend für die Tiere mit G-CSF Behandlung. Tschan et al. führten 
2010 eine Studie zur Nervenregeneration bei gleichem Schädigungsprinzip wie in 
dieser Studie, jedoch ohne Applikation eines Wachstumsfaktors durch. Hier zeigten 
sich bei einer Läsion mit 80 bar erst nach 12 Wochen signifikante Zeichen einer 
verbesserten Nervenregeneration146. Hieraus könnte sich schließen lassen, dass 
auch nach dem in dieser Dissertation gewählten Beobachtungszeitraum von 14 
Tagen eine signifikante klinische Besserung eintreten kann. Da in der vorliegenden 
Arbeit histologisch eine geringere Apoptoserate und somit ein erhöhtes Überleben 
der α-Motoneurone bei G-CSF Behandlung nachgewiesen wurde, tritt 
möglicherweise, bei entsprechend längerem Beobachtungszeitraum, eine frühere 
klinische funktionelle Verbesserung unter G-CSF Gabe ein als ohne diese. 
Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit zeigten Pan et al. 2009 im Mausmodell eine 
Besserung des durch Abklemmen des Nervens mittels einer Gefäßklemme für 20 
min hervorgerufenen Nervenschadens unter G-CSF bereits nach 7 Tagen105. Dies 
kann einerseits auf das andere Studiendesign, andererseits auf einen 
unterschiedlichen Schweregrad der Nervenläsion zurückzuführen sein.  
Auch die Ergebnisse der Messung der motorischen Nervenleitgeschwindigkeit 
decken sich mit den Ergebnissen der klinisch sichtbaren motorischen Schädigung. 
Es zeigte sich in den im Beobachtungszeitraum von maximal 14 Tagen erhobenen 
Daten keine statistische Signifikanz, jedoch ein positiver Trend für die Gruppe mit G-
CSF Behandlung. 
Nicht zu vernachlässigen ist, dass es sich um ein biologisches Modell handelt, in 
welches viele Faktoren mit einfließen. Somit ist auch eine Reihe von Fehlerquellen 
denkbar. Beispielsweise zeigten die Ratten individuelle Laufgeschwindigkeiten, was 
einen Einfluss auf die Länge des Fußabdrucks und so den ermittelten SFI hat. Trotz 
verwendeter Wärmeplatte ist es schwer die Körpertemperatur im Bereich der 
Ableitung immer konstant zu halten, was die Ergebnisse der motorischen 




Im immunhistochemischen Teil dieser Arbeit wurden die Anzahl sowie die 
Apoptoserate der α-Motoneurone in den Rückenmarksegmenten L4 bis L6 
untersucht. Diese Segmente repräsentieren den N. ischiadicus, der mittels des 
Wasserstrahls auf der rechten Seite der Tiere inkomplett geschädigt wurde. Ziel war 
es zu prüfen, ob die Gabe von G-CSF den Zelluntergang der α-Motoneurone nach 
der Schädigung verhindert. Des Weiteren wurde die Auswirkung von G-CSF auf die 
Expression des entsprechenden Rezeptors sowie auf die Apoptose untersucht.  
Durch die immunhistochemische Detektion der ChAT-Expression als Marker für α-
Motoneurone konnte gezeigt werden, dass sich G-CSF nach traumatischer 
peripherer Nervenläsion positiv auf die Anzahl der α-Motoneurone im Rückenmark 
auswirkt. Während bei der Kontrollgruppe auf der Rückenmarksseite des verletzten 
Nervs durchschnittlich 23% weniger α-Motoneurone vorhanden waren als auf der 
unverletzten Seite, fanden sich bei der Gruppe mit G-CSF-Behandlung auf der Seite 
der Schädigung im Schnitt nur 3% weniger α-Motoneurone als auf der unverletzten 
Seite. Somit konnte ein protektiver Effekt von G-CSF auf die α-Motoneurone im 
Rückenmark nach einer inkompletten traumatischen Nervenläsion nachgewiesen 
werden.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit decken sich mit Ergebnissen anderer 
tierexperimenteller Studien. In einem ALS-Modell von Pitzer et al. wurde eine erhöhte 
Überlebensrate von α-Motoneuronen nach G-CSF-Behandlung gezeigt111. Bei 
kultivierten α-Motoneuronen konnte G-CSF die Apoptose, welche durch Staurosporin 
induziert wurde, stark reduzieren111. Da es bei der amyotrophen Lateralsklerose zu 
einem progressiven Verlust von α-Motoneuronen kommt, ist diese Studie für die 
Forschung an peripheren Nervenverletzungen besonders interessant. Nishio et al. 
konnten in einem Mausmodell zeigen, dass G-CSF einen therapeutischen Effekt auf 
eine mittels Kompression erzeugte Rückenmarksverletzungen hat. Hierbei lag eine 
signifikant erhöhte Anzahl an überlebenden Neuronen im verletzten Rückenmark 
vor97. Des Weiteren wurde bei experimenteller Axotomie des N. ischiadicus sowohl 
das gesteigerte Überleben als auch das erhöhte Volumen von α-Motoneuronen nach 
G-CSF-Gabe nachgewiesen52.  
Die Ergebnisse der immunhistochemischen Färbungen gegen G-CSFR konnten die 
Ergebnisse der ChAT Färbung inhaltlich bestätigen. In der Kontrollgruppe zeigten 
sich durchschnittlich 30% weniger G-CSFR exprimierende α-Motoneurone auf der 
lädierten verglichen mit der unverletzten Seite. Durch eine Behandlung mit G-CSF 
61	
	
konnte der Verlust an Nervenzellen gesenkt werden. Der Unterschied von lädierter 
zu unverletzter Seite lag im Durchschnitt nur bei 2%. Die Frage, ob sich die Gabe 
von G-CSF positiv auf die G-CSFR-Expression von α-Motoneuronen auswirkt, ist 
somit zu bejahen. In einer Studie von Tanka et al. wurde gezeigt, dass bei ALS die 
Expression von G-CSFR in α-Motoneuronen verringert ist. Eine Herabregulierung 
des Rezeptors für G-CSF könnte somit bei der Krankheitsentstehung von ALS eine 
Rolle spielen. Ist die Konzentration von G-CSF im Rückenmark von ALS-Patienten 
erhöht, führt dies zu einer Neuroprotektion138. Henriques et al. vermuteten, dass α-
Motoneurone als Antwort auf eine Verletzung die Expression von G-CSFR 
hochregulieren. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass sich diese 
Hochregulierung durch die Gabe von G-CSF positiv beeinflussen lässt52. 
Mittels der immunhistochemischen Färbungen gegen Bcl-2 konnte gezeigt werden, 
dass G-CSF die Expression des BCL-2-Gens auf Proteinebene steigert. In der 
Gruppe ohne G-CSF-Behandlung waren auf der geschädigten Seite im Schnitt 15% 
weniger BCL-2-exprimierende α-Motoneurone nachweisbar als auf der unverletzten 
Seite. Durch die Gabe von G-CSF waren auf der verletzten Seite nur noch 
durchschnittlich 4% weniger BCL-2-exprimierende α-Motoneurone vorhanden 
verglichen mit der Gegenseite. Somit ist die Frage, ob G-CSF die Anzahl der Bcl-2 
positiven Nervenzellen positiv beeinflusst ebenfalls zu bejahen. 
Die Ergebnisse dieser Studie unterstützen die Resultate anderer Projekte. Die 
Applikation von G-CSF zeigte im Ischämie-Modell bei Ratten eine erhöhte BCL2- und 
verminderte Cytochrom-c-Expression im Zytosol der α-Motoneurone 79,132,156. Eine 
Überexpression von BCL-2 schützt Neurone vor Zelluntergang und Ischämien87,160. 
Auch wurde in Studien gezeigt, dass Bcl-2 bei Abwesenheit von neuronalen 
Wachstumsfaktoren Nervenzellen vor der Apoptose schützt41.  
In der vorliegenden Studie waren bei der Kontrollgruppe auf der verletzten 
Rückenmarksseite durchschnittlich 20% mehr Bax-positive α-Motoneurone als auf 
der intakten Seite zu erkennen. Die Gabe von G-CS-F führte hingegen dazu, dass 
sich kein Unterschied in der Anzahl der BAX-exprimierenden α-Motoneurone auf 
beiden Seiten mehr zeigte. Die Frage, ob G-CSF die Anzahl der Bax positiven 
Nervenzellen herunterreguliert, ist damit ebenfalls zu bejahen. Somit ist 
anzunehmen, dass G-CSF die Transkription und Expression des pro-apoptotischen 
BAX in Neuronen herabsetzt und somit deren Apoptose vermindert. Bax induziert die 
Aptoptose, indem es an die äußere Mitochondrienmembran bindet und die 
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Durchlässigkeit für Cytochrom c steigert, was zur Aktivierung von Caspasen 
führt22,40,80. Bei zerebraler Ischämie kommt es in den Nervenzellen des Großhirns 
von Ratten zu einem Anstieg von Bax82. Die Resultate dieser Studie untermauern die 
Ergebnisse vorheriger Studien. So zeigten einige Studien bereits einen anti-
apoptotischen sowie neuroprotektiven Effekt von G-CSF, gemessen durch eine 
verminderte BAX-Expression in den geschädigten Nervenzellen75,132,156. Die 
Arbeitsgruppe Insenmann et al. zeigte eine inhibierende Wirkung von G-CSF auf die 
Apoptose von retinalen Ganglienzellen, indem die Expression von BAX und BCL-2 
antagonistisch reguliert wird in Form einer verminderten BAX- und gesteigerten BCL-
2-Expression61. 
Durch Fluoreszenzfärbungen lassen sich mittels spezifischen Färbungen bestimmte 
Proteine und somit Strukturen in Zellen genau identifizieren und lokalisieren. Durch 
den hohen Kontrast der Fluoreszenzstoffe zum restlichen Gewebe ist es auch 
möglich, kleinste Strukturen darzustellen77. Die Immunfluoreszenz-Doppelfärbung ist 
eine anschauliche Methode um die simultane Expression zweier Proteine 
nachweisen und differenzieren zu können, selbst wenn eines der Antigene nur 
schwach exprimiert wird107. Die Möglichkeit der Durchführung von Kolokalisations- 
bzw. Koexpressionsstudien mittels Immunfluoreszenz-Färbungen wurde in dieser 
Dissertation genutzt um zu zeigen, dass es sich bei den angefärbten Zellen in den 
immunhistochemischen Färbungen gegen Bcl-2, Bax und G-CSFR um α-
Motoneurone handelt und dass die untersuchten Gene gleichzeitig in α-
Motoneuronen exprimiert werden. Auch Pitzer et al. machten sich diese Methode 
zunutze um in ihrem ALS Modell die Koexpression von ChAT und G-CSFR 
nachzuweisen111. 
Zusammenfassend konnte im Rahmen der vorliegenden experimentellen Studie 
damit gezeigt werden, dass G-CSF zu einer verbesserten Neuroprotektion und einen 
verbesserten Erhalt von α-Motoneuronen nach Läsion des zugehörigen peripheren 





Die Ergebnisse der Messung der Nervenleitgeschwindigkeit sowie der Lauftests 
zeigten über den Beobachtungszeitraum von 14 Tagen keinen signifikanten 
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der mit G-CSF behandelten Gruppe. 
Somit zeigte die Gabe von G-CSF klinisch keine funktionelle Besserung. Da jedoch 
schon am ersten Tag nach der Nervenverletzung histologisch eine geringere 
Apoptose und somit ein erhöhtes Überleben der α-Motoneurone nachgewiesen 
wurde, tritt möglicherweise eine klinische funktionelle Verbesserung erst nach einem 
längeren Beobachtungszeitraum ein. Hier könnten sich Folgeexperimente mit 
gleichem Versuchsaufbau und gegebenenfalls sensitiveren neurologischen 
Untersuchungen und mit einem längeren Beobachtungszeitraum anschließen, um 
möglicherweise auch eine klinische Bestätigung der in dieser Arbeit nachgewiesenen 
immunhistologischen Ergebnisse zu erhalten.  
Da Nervenverletzungen häufig nicht direkt nach dem Ereignis der Läsion erkannt und 
entsprechend behandelt werden, wären Versuche mit einer verzögerten Gabe von G-
CSF nach dem Setzen der Nervenläsion interessant. Hierbei könnte untersucht 
werden, inwieweit auch eine spätere Behandlung mit G-CSF eine Auswirkung auf die 
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12. Anhang  
12.1 Ablauf der immunhistochemischen Färbungen 
	
	
Abbildung 12-1 Ablauf der immunchemischen Färbemethode 
	
Zunächst wurden die Rückenmarkschnitte entparaffiniert und rehydriert (Abb 7-11). 
Hierzu war es erforderlich diese zunächst senkrecht für 30 min bei 60 °C in einen 
Wärmeschrank zu stellen. Anschließend wurden die Schnitte dreimal für jeweils 
5 min in Xylol und dann für jeweils 3 min in eine absteigende Ethanolreihe mit 100% 
Ethanol, 96% Ethanol und 70% Ethanol gelegt und danach mit destilliertem Wasser 
abgespült. 
Durch die Fixierung in Formalin und die Einbettung in Paraffin kann es zu 
Konformationsänderungen des Epitops kommen, sodass eine Bindung des 
spezifischen Antikörpers nicht mehr effizient erfolgen kann62. Um die ursprüngliche 
Konformation wiederherzustellen (Antigendemaskierung), wurden die Schnitte für 
20 min in eine Küvette mit 200 ml Citratpuffer, der sich in einem zuvor aufgeheizten 
Dampfgarer befand, gegeben. Im Anschluss mussten die Schnitte, sich weiterhin im 
Citratpuffer befindend, für 20 min auskühlen20,91,109,110,116,119,144,145. Um Rückstände 




Im nächsten Schritt erfolgte die Inkubation der Schnitte für 20 min in 99 ml Methanol, 
welchem 1 ml 0.3%iges H2O2 zugefügt war, was der Blockierung der endogenen 
Peroxidase diente. Diese Blockierung ist erforderlich, da in Zellen, vor allem in 
Hämproteinen, natürlicherweise endogene Peroxidasen vorkommen. Diese wären in 
der Lage den Farbstoff, der am Ende der Färbung hinzugefügt wird, umzusetzen, 
was falsch positive Ergebnisse bzw. eine starke Hintergrundfärbung verursachen 
könnte. Somit war gewährleistet, dass der Farbstoff nur durch extern zugefügte 
Peroxidase umgesetzt wurde26,36,69,109,109,144,145. 
Danach wurden die Schnitte erneut zweimal für je 5 min mit Tris-Puffer gespült, 
vorsichtig abgetrocknet und mit einem Pap-Pen umfahren. Der um die 
Rückenmarkschnitte entstandene Kreis diente als Flüssigkeitsbarriere, so dass für 
die Antikörperfärbung nur eine geringe Menge der jeweils zum Einsatz kommenden 
Substanzen benötigt wurde.  
Ein Austrocknen und somit eine Veränderung der Epitope ließ sich vermeiden, indem 
die Objektträger in eine mit Aqua dest. gefüllte feuchte Kammer gelegt wurden. Da 
auch spezifische Antikörper zum Teil andere Proteine der Präparate unspezifisch  
binden, wurden diese unspezifischen Bindungsstellen gesättigt62. Hierzu folgte eine 
30 minütige Inkubation bei Raumtemperatur mit Normalserum (10 µl + 200 µl Tris + 1 
Tropfen Avidin für 4 Schnitte). Das Normalserum stammt jeweils von der gleichen 
Tierspezies wie der Sekundärantikörper. Da in der vorliegenden Studie Antikörper 
aus Ziege und Kaninchen zum Einsatz kamen, wurde sowohl goat-
Normalserum20,26,83,116,137 also auch rabbit-Normalserum verwendet. Durch diesen 
Schritt können ein falsch positives Ergebnis oder eine starke Hintergrundfärbung 
verhindert werden.  
Nach der Inkubationszeit musste das Normalserum ablaufen und der jeweilige 
Primärantikörper (1 µl AK + 200 µl Tris + 1 Tropfen Biotin für 4 Schnitte), der das 
nachzuweisende Antigen spezifisch bindet, aufgetragen werden. Die Schnitte wurden 









Tabelle 9: Primäre Antikörper 












ON bei 4 °C 
anti-Bcl-2 (N-19): sc-492 
polyclonal IgG 








ON bei 4 °C 
anti-Bax (N-20): sc-493 
polyclonal IgG 




















ON bei 4 °C 
 
Die verwendeten Primärantikörper sind polyklonal, was bedeutet, dass sie 
verschiedene Klonalitäten haben und sich somit gegen verschiedene Epitope des 
gleichen Antigens richten (Tab. 9).  
Um alle Primärantikörper, die nicht an ein Antigen gebunden haben zu entfernen, 
wurden die Schnitte am Tag darauf zunächst zweimal für je 5 min in Tris-Puffer 
gespült. Nun erfolgte die Inkubation des jeweiligen sekundären Antikörpers (1 µl AK 












Tabelle 10: Sekundäre Antikörper 




ABC-Kit goat IgG  
Vector Laboratories Inc., 
Burlingame, USA 




ABC-Kit rabbit IgG  
Vector Laboratories Inc., 
Burlingame, USA 




Anti-Rabbit IgG, Fc 
Fragment Specific 
Jackson ImmunoResearch 
Laboratories Inc.;  
dianova, Hamburg 





Anti-Goat IgG, Fc 
Fragment Specific 
Jackson ImmunoResearch 
Laboratories Inc.;  
dianova, Hamburg 
1:100 60 min bei RT 
 
Um überschüssige bzw. ungebundene Sekundärantikörper zu entfernen wurde im 
Anschluss zweimal für je 5 min mit Tris-Puffer gespült (Tab. 10). 
Es folgte eine Inkubation mit dem 30 min zuvor angesetzten ABC-Reagenz für 20 
min bei Raumtemperatur (100 µl Tris + 1 µl Reagenz A + 1 µl Reagenz B für 2 
Schnitte). 
Der ABC-Komplex ist ein löslicher Komplex aus Avidin und biotinylierter 
Peroxidase56,74. Avidin ist ein aus Hühnereiweiß isoliertes tetrameres Glykoprotein, 
dessen vier Untereinheiten eine extrem hohe Affinität zu dem wasserlöslichen 
Vitamin Biotin zeigen. Der Komplex ist so konfiguriert, dass freie Bindungsstellen des 
Avidins den biotinylierten Sekundärantikörper binden56.  
Um ABC-Komplexe, die nicht an einen Sekundärantikörper gebunden haben, 
abzuwaschen wurden die Schnitte zweimal für je 5 min mit Tris-Puffer gespült. 
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Nun erfolgte die Markierung mit VIP Enzym-Substrat für 20 min bei Raumtemperatur 
(1,7 ml Tris + je 1 Tropfen von Reagenz 1-4), was als violetter Farbumschlag im 
Zytoplasma der Neurone erkennbar ist, welcher histologisch ausgewertet werden 
kann73. 
Anschließend wurden die Schnitte kurz in Aqua dest. gespült, bevor eine 
Kernfärbung mit Hämatoxilin (Roth) für 2 min folgte. Die Schnitte wurden nach der 
Kernfärbung für 5-10 min unter fließendem Leitungswasser gebläut und 
anschließend noch einmal kurz in Aqua dest. gespült. 
Nach der Färbung wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe jeweils für 
je 1 min in 70%, 96% und zweimal in 100% Ethanol und im Anschluss zweimal für je 
2 min in Xylol (Fischar) entwässert. Danach wurden sie eingedeckt. Hierzu kam ein 
Tropfen Histokit (Roth) pro Schnitt zum Einsatz und die Schnitte wurden mit einem 
Deckglas befestigt und eine Nacht an der Luft getrocknet.  
Das Mitführen einer Negativkontrolle bei jedem Färbedurchgang war obligat, um die 
Färbung zu validieren.  
 
12.2. Ablauf der Immunfluoreszenz Färbung 
Bis zum Aufbringen des Primärantikörpers erfolgte die Färbung wie bei den zuvor 
beschriebenen Einzelfärbungen. Je Schnitt wurden 50 µl des ersten 
Primärantikörpers in einer 1:500-Verdünnung (1 µl AK + 500 µl Tris für 4 Schnitte) 
aufgetragen. Die Schnitte wurden auch hier über Nacht bei 4 °C in der feuchten 
Kammer inkubiert. Um alle Primärantikörper, die nicht an ein Antigen gebunden 
haben zu entfernen, wurden die Schnitte am Tag darauf zunächst drei Mal für je 
10 min in Tris-Puffer gespült. Nun erfolgte die Inkubation des ersten 
Sekundärantikörpers in einer 1:100-Verdünnung (1 µl AK + 100 µl Tris + 10 µl 
Normalserum für 4 Schnitte) für 1 Stunde abgedunkelt bei Raumtemperatur. Ab 
diesem Zeitpunkt mussten auch alle weiteren Schritte abgedunkelt durchgeführt 
werden. Um überflüssige Sekundärantikörper zu entfernen wurde im Anschluss 
einmal für 10 min mit Tris-Puffer gespült. Nach Abtrocknen der Objektträger folgte 
eine Inkubation mit dem zweiten Normalserum bei Raumtemperatur (10 µl + 200 µl 
Tris) für 40 min. Darauffolgend wurde das Normalserum entfernt und je Schnitt 50 µl 
des zweiten Primärantikörper in einer 1:500-Verdünnung (1 µl AK + 500 µl Tris für 4 
Schnitte), aufgetragen. Die Inkubation der Schnitte fand auch hier über Nacht bei 
4  C in der feuchten Kammer statt. Am dritten Tag der Färbung wurden die Schnitte 
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zunächst drei Mal für je 10 min in Tris-Puffer gespült und anschließend für 1 Stunde 
bei Raumtemperatur mit dem zweiten Sekundärantikörper in einer 1:100-Verdünnung 
inkubiert (1 µl AK + 100 µl Tris + 10 µl Normalserum). Nach Spülung mit Aqua dest. 
erfolgte die Entwässerung der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe jeweils für 
je 1 min in 70%, 96% und zweimal in 100% Ethanol. Abschließend fand eine 
Lufttrocknung von einer halben Stunde statt und anschließend die Eindeckung mit 
DAPI Mounting Medium (Vectashield) zur Färbung der Kerne.  
 
12.3. Verdünnung und Zusammensetzung der Lösungen  
Tris-Puffer:  
Die Stammlösung wurde 0,5 molar angesetzt. Es wurden 63,5 g Tris-Säure und 11,8 
g Tris-Base in einem Liter destilliertem Wasser gelöst. Zur Herstellung der 
Gebrauchslösung (0,05 molar) wurden 100 ml Stammlösung mit 15 g NaCl gemischt 
und mit destilliertem Wasser auf 1 Liter aufgefüllt. Zur späteren Verdünnung der 
Antikörper wurde ein Becherglas dieser Lösung abgefüllt und beiseitegestellt. Der 
restliche Teil der Lösung wurde mit 1 ml Tween20 versetzt und als Spül-Puffer 
verwendet (im Kapitel 3.2.1 als Tris-Puffer bezeichnet).  
Citrat-Puffer:  
Für die 0,1 molare Stammlösung wurden 29,4 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat in 900 ml 
destilliertem Wasser gelöst und der pH-Wert auf 6,0 eingestellt. Anschließend wurde 
die Stammlösung auf 1 Liter aufgefüllt und die 0,01 molare Gebrauchslösung mit 
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